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INTRODUZIONE 
 5
Il melanoma è una neoplasia maligna che origina dai melanociti presenti nello 
strato basale dell’epidermide, nei bulbi piliferi, più raramente nelle mucose, 
nell’occhio, nell’orecchio interno e nelle meningi. La cute è colpita nell’85% 
circa dei casi. Il melanoma cutaneo rappresenta il 3-5% dei tumori della pelle 
ed è tra questi il più temibile per la sua elevata propensione a sviluppare 
metastasi, è infatti responsabile del 65% delle morti per cancro della cute 
(Boring et al, 1991). 
Con l’eccezione delle più rare forme amelanotiche (melanoma acromico), il 
melanoma si presenta come una neoformazione pigmentata, più o meno estesa 
in superficie ed in profondità, con tendenza all’ulcerazione tardiva e a 
metastatizzazione per via linfatica ed ematica; può insorgere su cute sana o su 
un nevo melanocitico acquisito o congenito preesistente; in rari casi l’esordio 
è di tipo metastatico senza che sia evidente la lesione d’origine. 
Dal punto di vista clinico si distinguono i seguenti istotipi: melanoma a 
diffusione superficiale; melanoma tipo lentigo maligna; melanoma acrale 
lentigginoso; melanoma muco-cutaneo; melanoma nodulare; forme rare di 
melanoma (melanoma desmoplastico, nevo blu maligno, ecc.). La variante più 
frequente è il melanoma a diffusione superficiale, seguito dal melanoma 
nodulare (Fig. 1), dal melanoma tipo lentigo maligna e dal melanoma acrale. I 
primi quattro istotipi hanno una fase iniziale con diffusione “piana” sulla 
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superficie cutanea, che rappresenta la fase di crescita orizzontale (melanoma 
piano). Dopo un periodo di tempo variabile, questi tumori possono sviluppare 
componenti nodulari invasive (melanoma piano-cupoliforme). Invece il 
melanoma nodulare, fin dal primo momento, è un nodulo invasivo in 
profondità (melanoma cupoliforme) (Fig. 2). 
L’incidenza del melanoma è in crescita costante in tutto il mondo, soprattutto 
tra gli individui giovani. L’ Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha 
stimato che annualmente, a livello mondiale, si verificano circa 132.000 nuovi 
casi di melanoma cutaneo e 66.000 morti per melanoma cutaneo e altri tumori 
della pelle (The World Health Organization, 2005). Tale aumento di incidenza 
è superiore a quello di qualsiasi altro tipo di tumore, ad eccezione del cancro 
del polmone nel sesso femminile. Per questo impressionante aumento di 
incidenza, tale da supportare il concetto di “epidemia di melanoma”, questo 
tumore ha assunto una valenza di emergenza sanitaria nelle popolazioni 
maggiormente colpite. Il picco di incidenza è compreso tra i 35 e i 50 anni di 
età, andando a colpire individui nel pieno della propria attività lavorativa e 
costituendo così un notevole problema anche dal punto di vista socio-
economico. 
Il melanoma cutaneo è decine di volte più frequente nei soggetti di ceppo 
europeo (Caucasici) rispetto alle altre etnie (Ries et al, 2004). I tassi di 
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incidenza più elevati, a livello mondiale, si riscontrano in aree molto 
soleggiate, come l’Australia e la Nuova Zelanda. Gran parte della popolazione 
infatti è rappresentata da Caucasici di origine europea, con pelle 
particolarmente chiara, emigrati in zone più vicine all’equatore con indici UV 
(valori di intensità della radiazione ultravioletta solare) significativamente più 
alti rispetto a quelli delle zone di provenienza. 
In Italia ogni anno si verificano circa 7000 nuovi casi ed oltre 1600 morti per 
melanoma cutaneo (Parkin et al, 2003). Nelle regioni italiane settentrionali la 
mortalità è, per entrambi i sessi, circa il doppio di quella registrata nelle 
regioni meridionali. A livello delle diverse sedi anatomiche, l’aumento 
dell’incidenza è massimo per i melanomi del tronco e minimo per quelli della 
testa e del collo mentre, per quanto riguarda le estremità, si può rilevare un 
incremento più marcato a livello delle gambe nelle donne. 
Numerose ipotesi sono state avanzate per giustificare il sostanziale aumento 
di incidenza del melanoma, ma la maggior parte degli studi suggerisce che 
l’esposizione al sole e ad altre fonti di radiazioni UV rappresenti un fattore 
critico. L’insorgenza del melanoma sembrerebbe correlata a un’esposizione al 
sole intensa e intermittente, specialmente in aree cutanee non abitualmente 
fotoesposte, e allo sviluppo di ustioni solari, in particolare nell’età infantile e 
adolescenziale (Holly et al, 1995; Lew et al, 1983; Osterlind et al, 1988; 
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Whiteman and Green, 1994; Elwood and Jopson, 1997; Oliveria et al, 2006). 
È ben noto che l’esposizione eccessiva alle radiazioni UV può provocare 
danni alla pelle e agli occhi e può ridurre l’efficacia del sistema immunitario. 
La radiazione UV gioca un ruolo fondamentale nell’eziologia del melanoma 
in quanto provoca danni al DNA, alle proteine e contribuisce alla produzione 
di radicali liberi, molecole la cui presenza è deleteria per l’organismo. 
Inoltre, la deplezione dello strato di ozono sulla terra può contribuire 
all’aumento di incidenza, a livello globale, del melanoma, poiché radiazioni 
UV sempre più intense possono raggiungere la superficie della terra 
(Henriksen et al, 1990; Cummins et al, 2006). 
Tra le radiazioni UV, la radiazione solare UV-A è stata indicata come il 
principale responsabile. Nell’eziologia della malattia altri fattori solo in parte 
identificati sono certamente coinvolti (Bataille, 2003). 
Tra i vari fattori di rischio, chiamati in causa nell’insorgenza del melanoma, 
vi sarebbe una predisposizione genetica. Da alcuni studi è emerso che vi sono 
mutazioni nella linea germinale del gene soppressore tumorale CDKN2A 
(Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A), localizzato sul locus 9p21 e che 
codifica per la proteina p16, la quale ha la funzione di indurre l’arresto del 
ciclo cellulare nella fase G1. In un numero elevato di famiglie in cui si è vista 
una predisposizione a sviluppare il melanoma, ma anche in pazienti con 
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melanoma multiplo o melanoma sporadico, è stata rilevata una correlazione 
tra l’incidenza del melanoma e mutazioni germinali del gene CDKN2A (Kamb 
et al, 1994; Goldstein and Tucker, 2005), ritenuto il più noto gene di 
suscettibilità al melanoma. Un ulteriore fattore di rischio è rappresentato dalle 
alterazioni del gene che codifica per il Recettore 1 della Melanocortina 
(MC1R) che portano ad un’alterata sintesi di melanina, associata ad un 
maggiore rischio di sviluppare il melanoma. 
Altre alterazioni riguardano geni che controllano le vie di trasduzione dei 
segnali proliferativi dalla superficie cellulare al nucleo, come i geni N-ras 
(Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog), BRAF (V-raf murine 
sarcoma viral oncogene homolog B1) e PTEN (Phosphatase and Tensin 
homolog) (Haluska, 2006; Davies et al, 2002; Maldonado et al, 2003; Curtin 
et al, 2005; Tsao et al, 2000; Haluska et al, 2006). Da un punto di vista 
patogenetico, le mutazioni N-ras e BRAF comparirebbero in una fase precoce, 
quelle PTEN in una fase tardiva della progressione tumorale. 
Esistono grandi differenze tra Paesi Europei in termini di sopravvivenza dei 
pazienti con melanoma cutaneo: la sopravvivenza è più alta in quasi tutti i 
Paesi dell'Europa occidentale. Questo può essere legato a una diagnosi 
precoce di lesioni superficiali, grazie a un’intensa campagna di prevenzione. 
La sopravvivenza a 5 anni è prossima al 90% in caso di malattia localizzata, 
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mentre risulta inferiore al 20% per le lesioni con metastasi a distanza 
(Dickman et al, 1999). I melanomi localizzati sugli arti inferiori tendono ad 
avere una prognosi migliore rispetto a quelli localizzati sulla cute del capo, 
del collo e del tronco (Dickman et al, 1999; Schuchter et al, 1996; Clemente 
et al, 1996; Aitchison et al, 1995). La sopravvivenza media dei pazienti con 
melanoma, nonostante l’aumento di incidenza, è migliorata negli anni. 
Secondo alcuni autori, l’aumento dell’attenzione della popolazione e dei 
sanitari, e conseguentemente del ricorso a interventi diagnostici, come la 
biopsia escissionale di lesioni clinicamente dubbie, potrebbe avere portato 
all’aumento della diagnosi di forme “indolenti” (cioè a lenta crescita) 
biologicamente poco aggressive, di incerto impatto sulla mortalità. E’ da 
sottolineare come la diagnosi precoce rappresenti attualmente l’arma più 
efficace nel ridurre sensibilmente la mortalità per melanoma. 
La potenzialità di un melanoma primario di sviluppare metastasi può essere 
valutata utilizzando dei fattori prognostici clinici e istopatologici. I modelli 
prognostici rappresentano un valido strumento per assegnare i pazienti a 
diversi gruppi di rischio in base alle aspettative di sopravvivenza, una 
suddivisione che risulta di particolare importanza nella gestione clinica delle 
neoplasie. I fattori istopatologici più ampiamente utilizzati sono: la fase di 
progressione del tumore, il livello di invasione di Clark, l’indice mitotico, i 
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satelliti, l’invasione angio-linfatica, i linfociti infiltranti il tumore, la 
regressione, lo spessore del tumore secondo Breslow, l’ulcerazione e le 
metastasi linfonodali. 
- Nella fase di crescita radiale, il melanoma non ha la capacità di formare una 
massa tumorale o di proliferare nel derma. E’ in situ, quando rimane confinato 
all’epidermide, o microinvasivo, quando mostra un’iniziale, focale 
infiltrazione del derma papillare. Nella fase di crescita verticale (Vertical 
Growth Phase, VGP), le cellule tumorali hanno acquisito la capacità di 
sopravvivere e proliferare autonomamente nel derma e formano aggregati o 
noduli che si estendono al derma reticolare e al sottocute. La possibilità di 
metastatizzazione è molto rara nei melanomi con crescita radiale, tuttavia si 
può riscontrare una percentuale di mortalità seppur bassa anche in questi 
tumori (Elder et al, 2005). 
- Il livello di Clark classifica i melanomi in cinque livelli di invasione (Clark, 
1967; Clark et al, 1989). La microstadiazione di Clark si basa sulla profondità 
dell'invasione cutanea, che può essere associata alla malignità delle cellule e 
quindi alla progressione del tumore. Nei melanomi di livello I, le cellule 
tumorali sono confinate all’epidermide, al di sopra di una membrana basale 
intatta, e costituiscono un melanoma “in situ”. Nel livello II, le cellule di 
melanoma hanno la capacità di attraversare la membrana basale, di giungere 
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al derma papillare, senza invaderlo totalmente. Al contrario, il livello III di 
invasione rappresenta un vero e proprio tumore con un nodulo a crescita 
verticale che si espande nel derma papillare, arrivando fino all'interfaccia tra 
derma papillare e reticolare. Il livello IV è caratterizzato dall’infiltrazione 
delle cellule tumorali tra le fibre collagene del derma reticolare, il quale 
rappresenta un ambiente meno “ospitale”, in cui le cellule tumorali riescono a 
sopravvivere per aver acquisito nuove caratteristiche. Il livello V è 
caratterizzato dall’infiltrazione delle cellule tumorali nel tessuto adiposo 
sottocutaneo. 
- L’indice mitotico viene definito come il numero di mitosi per mm2 
nell’ambito della fase di crescita verticale del tumore. Un alto indice mitotico 
predice una prognosi infausta (Elder et al, 2005). 
- I satelliti sono dei piccoli noduli neoplastici che possono essere presenti nel 
tessuto connettivo, separati dal tumore primitivo, e si pensa rappresentino le 
“metastasi loco-regionali” (Day et al, 1981). La letteratura distingue i 
satelliti dalle “metastasi in-transit” a seconda che si trovino, rispettivamente, 
entro o al di là di un raggio di 3 cm dal margine del tumore primario. 
- La maggior parte dei satelliti è il risultato dell’invasione angio-linfatica. 
Diversi studi hanno mostrato un’associazione tra l’invasione angio-linfatica e 
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una ridotta sopravvivenza (Borgstein et al, 1999; Kashani-Sabet et al, 2001; 
Kashani-Sabet et al, 2002; Barnhill and Lugassy, 2004). 
- Una diretta correlazione tra una maggiore densità di linfociti infiltranti il 
tumore (TILs) e una prolungata sopravvivenza è stata evidenziata (Clark et al, 
1989; Cook, 1992; Clemente et al, 1996; Mihm et al, 1996; Tuthill et al, 
2002). In un modello prognostico proposto da alcuni autori (Clark, 1989), la 
distribuzione dei linfociti infiltranti il tumore può essere definita come 
“brisk”, quando una densa banda di linfociti infiltranti è presente tra le cellule 
tumorali e sembra distruggerle e l’intera base del tumore o l’intero tumore 
risultano infiltrati; “non-brisk”, se sono presenti alcuni linfociti infiltranti il 
tumore; “absent”, quando non sono presenti linfociti infiltranti. 
- La regressione, probabilmente derivante dall’azione dei linfociti T 
citotossici, si presenta come un’area all’interno del melanoma in cui si 
riscontra fibrosi, infiltrato linfocitario, vasi, melanofagi e assenza di 
melanoma (Elder et al, 2005). Il valore prognostico della regressione è ancora 
in fase di discussione. 
- Allo stato attuale, il nuovo sistema di stadiazione dell’American Joint 
Committee on Cancer (AJCC) (Balch et al, 2004; Balch, 2002) contempla 
fattori legati al tumore primario, come lo spessore del tumore e l’ulcerazione, 
i satelliti, la presenza e il numero di metastasi linfonodali, la presenza e la 
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sede di metastasi a distanza e i livelli sierici dell’enzima Lattico deidrogenasi 
(LDH), al fine di ottenere una classificazione dei pazienti associata alla 
probabilità di sopravvivenza (Figg. 3, 4). Il metodo di microstadiazione di 
Breslow (Breslow, 1970) determina l'effettivo spessore del tumore; 
utilizzando un oculare micrometrico, lo spessore massimo verticale del 
melanoma viene misurato nella sezione istologica dalla parte più superficiale 
dello strato granuloso della cute (o dalla superficie ulcerata) al punto di 
massima infiltrazione. I cut off di distinzione dei diversi spessori di tumore 
sono stati recentemente modificati dall’AJCC rispetto a quelli di Breslow. 
L’ulcerazione viene definita come una locale perdita di continuità 
dell’epitelio lungo tutto il suo spessore, con evidenza di una risposta 
dell’ospite rappresentata da infiammazione, tessuto di granulazione, fibrina, 
fibrosi e con assottigliamento, perdita o iperplasia reattiva dell’epitelio 
adiacente alla periferia dell’ulcerazione. Recentemente, è stato dimostrato che 
l’ulcerazione é il fattore prognostico più rilevante per lesioni spesse più di 1 
mm (Balch et al, 2001a; Balch et al, 2001b; Ronan et al, 1988; Balch et al, 
1979; Shaw et al, 1985; Day et al, 1981). Le metastasi nei linfonodi regionali 
possono essere scoperte al momento della diagnosi del tumore primario o in 
un momento successivo. Il numero di linfonodi coinvolti è altamente 
predittivo di prognosi. 
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Dai numerosi studi apparsi in letteratura, risulta che il fattore prognostico più 
rilevante per i tumori confinati alla sede primaria è lo spessore del melanoma 
determinato secondo i criteri di Breslow. Se il melanoma, al momento della 
diagnosi, risulta ancora confinato agli strati cutanei superficiali la prognosi è 
generalmente buona, con guarigione del paziente. Viceversa, se il melanoma 
ha raggiunto gli strati più profondi, perché ha avuto tempo di accrescersi 
prima della sua identificazione ed asportazione, i rischi per la vita del paziente 
sono molto elevati. La diagnosi precoce di melanoma costituisce, unitamente 
al corretto intervento chirurgico con analisi istopatologica e con la ricerca del 
linfonodo sentinella, il più favorevole fattore prognostico per il paziente. 
Attualmente viene diagnosticato un numero sempre più cospicuo di melanomi 
cutanei “sottili” (≤ 1 mm), generalmente associati ad una buona prognosi, 
tuttavia una parte di questi può sviluppare recidive e/o metastasi a distanza 
con esito fatale per i pazienti. Allo stesso tempo, i melanomi più “spessi” 
possono rimanere localizzati nel sito primario per molti anni. Alla luce di 
queste osservazioni, è emerso che, sebbene lo spessore secondo Breslow sia il 
più importante fattore prognostico nel melanoma, per le lesioni “sottili” è 
indispensabile l'identificazione di altri parametri morfologici e/o molecolari, 
più strettamente correlati alla biologia delle cellule tumorali, che possano 
predire la progressione neoplastica e contribuire all’identificazione dei 
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pazienti a maggior rischio di diffusione della malattia, al fine di migliorarne la 
gestione clinica complessiva. 
La presenza di infiammazione e regressione nei melanomi primari è stata 
considerata un forte indicatore dell’esistenza di una risposta immunitaria 
antitumorale (Cook, 1992; Fig. 5). Il melanoma cutaneo di stadio I e II 
(secondo il sistema di stadiazione dell’AJCC) è quasi sempre associato ad un 
infiltrato infiammatorio cronico, costituito principalmente da linfociti. Alcuni 
studi hanno dimostrato che la localizzazione e l’estensione dell’infiltrazione 
da parte di cellule dendritiche e l’espressione delle cellule HLA-DR (Human 
Leukocyte Antigen-D-related) sono associate alla risposta clinica e ad 
un’aumentata sopravvivenza (Konstadoulakis et al, 1998; Zehntner et al, 
1999). Inoltre, l’infiltrazione da parte dei macrofagi (CD68) è strettamente 
correlata con la profondità del tumore e l’angiogenesi (Torisu-Itakura et al, 
2000). Tuttavia, la valutazione dei linfociti infiltranti il tumore sembra essere 
soggetta ad una grande variabilità (Busam et al, 2001). Il ruolo centrale dei 
linfociti T nell’immunità antitumorale è ben nota, tanto che sono stati finora 
caratterizzati numerosi antigeni associati al melanoma e riconosciuti dai 
linfociti T. La risposta dei linfociti T a questi antigeni è eterogenea in quanto 
gli antigeni possono essere riconosciuti dai linfociti T helper, nell’ambito 
delle molecole HLA-II (Human Leukemic Antigen II), o dai linfociti T 
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citotossici nell’ambito delle molecole HLA di classe I. Alla luce di queste 
conoscenze, numerosi studi riguardanti le immunoterapie e i vaccini hanno 
valutato la presenza dei linfociti T citotossici (che esprimono il recettore 
CD8) e di quelli helper (che esprimono il recettore CD4) come indice di 
attività antitumorale e regressione tumorale associate alla risposta 
immunitaria del paziente (Hakansson et al, 1996; Hakansson et al, 1998; 
Hakansson et al, 2001; Hakansson et al, 2003; Qiang et al, 2004; Obata et al, 
2004; Dissanayake et al, 2004). I linfociti citotossici riconoscono antigeni 
estranei presenti sulla superficie delle cellule. Durante il riconoscimento 
esprimono il ligando del Fas, che è una molecola legata alla membrana o 
presente in fase solubile prodotta dalle cellule del sistema immunitario. In 
seguito al legame con il Fas, espresso dalle cellule bersaglio, viene attivato il 
programma di morte o apoptosi. Tuttavia, rimane ancora controverso il 
significato prognostico dei linfociti T infiltranti i tumori solidi (Bodey et al, 
2000). 
Normalmente, l’apoptosi è indotta dal gene oncosoppressore p53 mediante un 
meccanismo innescato da un danno al DNA. Il gene oncosoppressore p53, 
coinvolto nella regolazione del ciclo cellulare, ha un’attività anti-proliferativa 
e anti-trasformante (Giglia-Mari and Sarasin, 2003) e può causare l’arresto 
del ciclo cellulare in fase G1 o indurre apoptosi. E’ localizzato nel 
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cromosoma 17 in posizione 17p13.1 e rappresenta la seconda sede più 
frequente di alterazioni genetiche nei tumori umani, infatti più del 50% dei 
tumori umani presenta mutazioni di questo gene. Tale osservazione 
suggerisce che la proteina p53 funzioni come un attento guardiano che vigila 
sul genoma e sull’insorgenza di neoplasie, prevenendo la proliferazione delle 
cellule che hanno subito un danno genetico (Levine, 1997; Fig. 6). La 
proteina p53 è localizzata nel nucleo e, quando entra in azione, la sua 
funzione primaria è rappresentata dal controllo della trascrizione di diversi 
altri geni. In condizioni fisiologiche, la p53 ha una breve emivita (20 minuti), 
probabilmente per l’azione proteolitica del sistema mediato dalla ubiquitina e, 
pertanto, normalmente non risulta rivelabile con metodiche 
immunoistochimiche. La proteina p53 entra invece in gioco, come freno di 
emergenza, quando il DNA è danneggiato da radiazioni ionizzanti, luce UV o 
sostanze chimiche mutagene, in tali circostanze la proteina si attiva e va 
incontro ad importanti modificazioni. Con meccanismi ancora poco compresi, 
si osserva un rapido aumento dei livelli di p53 e una sua attivazione come 
fattore di trascrizione. Il prodotto del gene p53 si lega al DNA e stimola la 
trascrizione di alcuni geni che mediano due funzioni fondamentali: l’arresto 
del ciclo cellulare e l’apoptosi. L’arresto del ciclo cellulare avviene nella fase 
G1 tardiva ed è causato dalla trascrizione dell’inibitore delle chinasi ciclina-
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dipendenti (Cdk) p21. Il prodotto del gene p21 inattiva i complessi 
ciclina/Cdk inibendo, in questo modo, la fosforilazione di pRb (proteina del 
retinoblastoma) necessaria per la progressione del ciclo cellulare alla fase S. 
Questa interruzione del ciclo cellulare è importante in quanto dà alla cellula il 
tempo per riparare il danno al DNA prodotto dall’agente mutageno. La p53 
interviene direttamente in questo processo inducendo la trascrizione di 
GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage), il gene che codifica per una 
proteina coinvolta nei processi di riparazione del DNA. Se il danno al DNA 
viene riparato con successo, la p53 attiva un gene chiamato mdm2 (murine 
double minute 2) il cui prodotto si lega a sua volta al gene della p53 e lo 
inattiva, sbloccando in questo modo il ciclo cellulare. Se invece, durante 
l’arresto del ciclo cellulare, il DNA non può essere riparato in maniera 
soddisfacente, la p53 come ultimo atto porta la cellula a morte attivando geni 
che inducono apoptosi. I geni bax (Bcl-2-associated X protein) e IGF-BP3 
(Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3) sono due geni che stanno sotto 
il controllo della p53 e che eseguono l’ordine di morte che parte da essa. Il 
prodotto del gene bax si lega alla proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), un 
inibitore dell’apoptosi, e ne blocca l’azione; IGF-BP3 si lega invece al 
recettore dell’IGF (Insulin-like Growth Factor) e induce l’apoptosi 
presumibilmente bloccando la trasmissione del segnale intracellulare mediato 
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dall’IGF. E’ importante sottolineare che l’attivazione trascrizionale dei geni 
controllati dalla p53, quali p21, GADD45 e bax, è di fondamentale importanza 
per il normale funzionamento del gene p53 stesso. In accordo con questi dati, 
è stato osservato che le mutazioni che più frequentemente interessano la p53 
colpiscono il dominio con cui la proteina si lega al DNA, precludendo in tal 
modo la trascrizione di geni che sono sotto il suo controllo. Si ritiene inoltre 
che la p53 possa interagire con altre proteine, anche se questo meccanismo 
non è ancora perfettamente compreso. Nelle cellule in cui il gene p53 è perso 
o mutato, un danno al DNA non induce l’arresto del ciclo cellulare, 
l’attivazione dei meccanismi preposti alla riparazione del danno stesso, né 
l’apoptosi e pertanto tali cellule continuano a proliferare, fino a generare una 
neoplasia maligna. 
Le cellule tumorali hanno mostrato di resistere al programma di morte 
cellulare con un’alterata espressione di proteine apoptotiche, come la p53, e 
anche di proteine anti-apoptotiche, eludendo in questo modo i meccanismi di 
sorveglianza cellulare. 
Fra le proteine che hanno attività anti-apoptotica recentemente è stata 
descritta la survivina, un omodimero di 142 aminoacidi, la più piccola delle 
IAPs (Proteine Inibitrici dell’Apoptosi) (Salvesen and Duckett, 2002), che 
risulta espressa in numerosi tessuti fetali e tumori, mentre non è presente nei 
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tessuti adulti normali (Adida et al, 1998; Kawasaki et al, 1998; Swana et al, 
1999). Il gene della survivina è localizzato nel cromosoma 17 in posizione 
17q25 e la sua trascrizione risulta essere dipendente dal ciclo cellulare (Li et 
al, 1998). La survivina è coinvolta in varie funzioni essenziali per la cellula, 
come la mitosi, l’apoptosi, la risposta allo stress cellulare e in diversi 
meccanismi chiave per l’integrità genomica (Fig. 7). L’espressione di questa 
proteina si riscontra soprattutto durante la fase G2/M del ciclo cellulare (Li et 
al, 1998); essa svolge un ruolo importante nel controllo della divisione 
cellulare attraverso l’associazione con la chinasi Aurora B, la proteina 
INCENP (Inner Centromere Protein) e la proteina Borealin/Dasra B nel 
“chromosomal passenger complex” (Li, 2003; Gassmann et al, 2004), in cui 
la survivina è essenziale per la corretta segregazione cromosomica e la 
citochinesi (Vong et al, 2005; Li and Ling, 2006). La survivina è inoltre 
coinvolta nella formazione del fuso mitotico, dove può influenzare la stabilità 
dei microtubuli (Giodini et al, 2002), e nella progressione del ciclo cellulare 
delle cellule tumorali, promuovendo la transizione G1/S (Li and Ling, 2006). 
Recenti studi hanno indicato che questa proteina, non solo è localizzata 
nell’apparato mitotico e nel centromero/cinetocoro dei cromosomi, ma è 
anche localizzata nei mitocondri delle cellule tumorali (Li and Ling, 2006). 
Sono stati distinti due pool subcellulari della survivina (Fortugno et al, 2002) 
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ed è stato suggerito che il pool nucleare sia coinvolto nel promuovere la 
proliferazione cellulare, mentre quello citoplasmatico potrebbe essere 
coinvolto nel controllo della sopravvivenza (Li et al, 2005). Numerosi studi 
hanno infatti dimostrato che l’espressione della survivina protegge le cellule 
normali o trasformate dall’apoptosi (Altieri, 2003; Zangemeister-Wittke and 
Simon, 2004; Wheatley and McNeish, 2005; Altieri, 2006). Il meccanismo 
con cui la proteina antagonizzi la morte cellulare non è ancora ben chiaro; 
sembra che la sua funzione di inibizione dell’apoptosi, innescata dalla via 
estrinseca o intrinseca, sia legata alla sua capacità di inibire direttamente o 
indirettamente le caspasi (Fig. 8). Probabilmente, in risposta a stimoli 
apoptotici, la survivina viene rilasciata dai mitocondri nel citoplasma dove si 
lega alle caspasi, come la caspasi-9, bloccando in questo modo il processo 
dell’apoptosi (Dohi et al, 2004). Il ruolo cruciale della survivina nella 
protezione dall’apoptosi è supportato dal fatto che la sua inibizione da parte di 
RNA antisenso causa apoptosi spontanea (Olie et al, 2000), mentre una sua 
espressione forzata contrasta la morte cellulare indotta da stimoli apoptotici 
(Li et al, 1998). 
In aggiunta al trascritto di survivina originariamente identificato, in cellule 
umane sono state trovate nuove isoforme, derivanti da uno splicing 
alternativo, denominate survivina-ΔEx3, survivina-2B, survivina-3B e 
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survivina-2α (Mahotka et al, 1999; Mahotka et al, 2002; Badran et al, 2004; 
Caldas et al, 2005). Queste varianti presentano una diversa localizzazione 
cellulare e una diversa funzione; la survivina-ΔEx3 è localizzata a livello 
nucleare, la survivina-2B nel citoplasma, in particolare nei mitocondri, la 
survivina-2α è legata ai centromeri dei cromosomi in divisione, mentre la 
localizzazione della survivina-3B non è ancora ben chiara. Mentre le isoforme 
ΔEx3 e 3B conservano l’attività anti-apoptotica, le 2B e 2α presentano una 
marcata riduzione delle proprietà anti-apoptotiche. 
In diversi studi, l’overespressione della survivina è stata associata a resistenza 
alle terapie e a ridotta sopravvivenza in pazienti con tumore (Zaffaroni et al, 
2005; Altieri, 2003; Giodini et al, 2002; Zaffaroni et al, 2002) ed è stata 
quindi considerata un marker con significato prognostico nell’evoluzione di 
queste neoplasie. 
La proteina p16INK4a è un soppressore tumorale capace di indurre il blocco del 
ciclo cellulare in G1, contribuendo al controllo della proliferazione cellulare. 
Il suo gene è localizzato nel cromosoma 9 in posizione 9p21.3 e codifica sia 
per la proteina p16INK4a che per la p14ARF, trascritte da due diversi esoni. La 
proteina p16 blocca la progressione del ciclo cellulare alla fase S inibendo le 
chinasi ciclina-dipendenti Cdk4 e Cdk6 (Ohtani et al, 2004). Il substrato di 
questi complessi enzimatici è la proteina pRb la cui fosforilazione in fase G1 
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consente la progressione del ciclo cellulare (Sherr, 1994). Nella fase G1 di 
una cellula normale, la forma non fosforilata della proteina pRb si lega a un 
complesso formato da due fattori trascrizionali chiamati E2F-1 (E2F 
transcription factor 1) e DP-1 (transcription factor DP-1) e, fino a quando si 
mantiene questa situazione, le cellule rimangono in G1. Se viene segnalata la 
progressione attraverso il ciclo cellulare, pRb viene fosforilata dai complessi 
ciclina D/Cdk4 e ciclina D/Cdk6, è resa incapace di legare E2F e porta alla 
progressione del ciclo cellulare. Il gene della p16 risulta frequentemente 
mutato o deleto in molti tumori, compreso il melanoma, tanto da essere tuttora 
in fase di studio al fine di chiarire il suo coinvolgimento nella patogenesi e 
nella predisposizione verso queste neoplasie (Fig. 9). 
Nella patogenesi di numerosi tumori, compreso il melanoma cutaneo, è stato 
implicato lo stress ossidativo indotto dalle radiazioni UV (Sander et al, 2004; 
Fig. 10). Lo stress ossidativo può danneggiare numerose strutture cellulari e 
bio-macromolecole, compresi gli acidi nucleici. Tra le quattro basi del DNA, 
la guanina, con il più basso potenziale di ossidazione, è quella 
preferenzialmente attaccata dai radicali idrossilici, anche in presenza di bassi 
livelli di stress ossidativo (Steenken and Jovanovic, 1997). Uno tra i danni 
ossidativi più frequenti è la formazione della 8-idrossi-2’-deossiguanosina (8-
OHdG), una base modificata generata dall’ossidazione della deossiguanosina 
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in posizione 8 (Fig. 11), a carico del DNA nucleare e mitocondriale 
(mtDNA). Se questa modificazione nucleotidica non viene riparata, durante la 
replicazione la DNA polimerasi inserirà preferenzialmente, come base 
complementare all’8-OHdG, un’adenina che a sua volta si accoppierà con una 
timina, portando a una transversione G→T (G:C→T:A). Per questo, l’8-
OHdG viene considerata una lesione promutagena e un sensibile biomarker 
del danno ossidativo al DNA (Wallace, 2002; Bjelland and Seeberg, 2003). 
Queste mutazioni, portando a instabilità genomica, possono dunque condurre 
a un fenotipo di cellule tumorali più aggressive (Shen et al, 2007). 
Diversi enzimi svolgono un ruolo di protezione contro lo stress ossidativo, in 
particolare la 8-oxoguanina DNA-glicosilasi 1 (OGG1), la cui ridotta attività 
è stata associata ad un aumentato rischio di tumore, e la glucoso-6-fosfato 
deidrogenasi (G6PD), un enzima coinvolto nella difesa anti-ossidante. 
L’OGG1 è un enzima specifico per la riparazione delle lesioni 8-OHdG. Esso 
catalizza in modo specifico l’escissione della base modificata e il ripristino 
della parte mancante di DNA. L’OGG1 è codificato da un gene localizzato sul 
cromosoma 3 in posizione 3p26.2 (Arai et al, 1997) che, mediante splicing 
alternativo, dà origine a diverse forme isoenzimatiche (Ia, Ib, Ic, Id, II), di cui 
la Ia presenta una localizzazione nucleare e tutte le altre una localizzazione 
mitocondriale (Mukunyadzi et al, 2003). E’ stato suggerito che alti livelli di 
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8-OHdG inducono l’espressione dell’OGG1 e che una ridotta attività di 
questo enzima sia associata ad un aumentato rischio di sviluppare un tumore, 
per la mancata riparazione dei danni ossidativi al DNA. 
La G6PD è l’enzima che catalizza la prima reazione della via dei pentoso 
fosfati, durante la quale si genera il NADPH, un riducente importantissimo 
nei processi anabolici ma anche un importante cofattore di enzimi che 
catalizzano la detossificazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), le quali 
possono causare danno ossidativo al DNA. In tal modo, la G6PD svolge un 
ruolo importante nella difesa contro gli agenti ossidanti e nel mantenimento 
dell’equilibrio ossidazione/riduzione nella cellula (Luzzatto and Battistuzzi, 
1985; Cheng et al, 2004). Il gene che codifica per la G6PD si trova sul 
cromosoma X in posizione q28 e, per la sua alta variabilità genetica, la G6PD 
presenta diverse varianti caratterizzate da un ampio range di livelli di attività 
enzimatica. 
Questo studio è stato concepito e sviluppato con l’intento di individuare 
marcatori molecolari prognostici precoci nel melanoma, utili per la selezione 
dei pazienti maggiormente esposti a recidiva/metastasi da indirizzare verso 
terapie adiuvanti adeguate al tipo di alterazione molecolare presente. 
Campioni di melanoma maligno cutaneo, provenienti da pazienti sardi ed 
ecuadoriani, sono stati esaminati immunoistochimicamente sia per l’aspetto 
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immunologico che per la determinazione della presenza di proteine 
soppressori tumorali, pro-apoptotiche e anti-apoptotiche. 
Poiché nella patogenesi del melanoma cutaneo sembrerebbe coinvolto il 
danno ossidativo al DNA indotto dalla radiazione UV, è stata studiata 
l’espressione di markers di stress ossidativo e di enzimi coinvolti nella 
protezione delle cellule da tale stress. 
Tale studio è parte di un programma di ricerca scientifica di interesse 
nazionale e internazionale, finanziato dal Ministero dell’Università e della 
Ricerca (MIUR) e dal Ministero degli Affari Esteri (MAE) Italiano ed 
Ecuadoriano, dal titolo "Incidenza dei fattori ambientali e genetici sullo 
sviluppo dei melanomi, di lesioni degenerative congiuntivali e del carcinoma 
del collo dell'utero", di cui è responsabile scientifico la Prof.ssa Paola Sirigu. 
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2.1. Selezione e prelievo dei campioni 
Campioni di melanoma maligno primario a differenti livelli di malignità sono 
stati ottenuti per escissione chirurgica da 180 pazienti afferenti all’Ospedale 
Oncologico “Businco” di Cagliari o all'Istituto del Cancer “Solca”di Cuenca 
(Ecuador) dal Gennaio 1995 a Maggio 2006. Da questo gruppo sono stati 
selezionati i pazienti con i seguenti requisiti: diagnosi di melanoma, 
disponibilità di dati clinico-patologici, compreso un follow-up completo, e del 
tumore primario in blocco di paraffina. Lo stato linfonodale e la presenza di 
metastasi sono stati valutati sia con esame clinico che patologico. 
 
2.2. Pazienti 
 
2.2.1. Studio dell’infiltrato infiammatorio 
Dai campioni pervenuti fra Gennaio 1995 e Gennaio 2002, sono stati 
selezionati 47 casi con completo follow-up ad Aprile 2004. Il gruppo dei 
pazienti includeva 25 donne e 22 uomini di età compresa tra gli 11 e i 93 anni 
(età media 57 anni). I melanomi erano localizzati sulla cute della testa e del 
collo in 18 pazienti, del tronco in 10 pazienti e degli arti in 19 pazienti. Un 
solo melanoma presentava un II livello di invasione di Clark, 11 presentavano 
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un III livello, 24 un IV livello e 11 un V livello. Secondo il sistema di 
stadiazione AJCC, 7 melanomi erano di stadio IA, 8 di stadio IB, 16 di stadio 
IIA, 14 di stadio IIB e 2 di stadio IIC. 
 
2.2.2. Studio della survivina come fattore predittivo di recidiva e di 
sopravvivenza ai 5 anni 
Sono stati esaminati campioni di melanoma provenienti da 50 pazienti con 
completo follow-up ad Ottobre 2005, pervenuti da Gennaio 1995 a Gennaio 
2000. 
I pazienti comprendevano 30 donne e 20 uomini, di età compresa tra gli 11 e i 
93 anni (età media 54.4 anni). I melanomi erano localizzati sulla cute della 
testa e del collo in 14 pazienti, del tronco in 14 pazienti e degli arti in 22 
pazienti. Undici melanomi presentavano un II livello di invasione di Clark, 18 
un III livello, 12 un IV livello e 9 un V livello. Secondo il sistema di 
stadiazione AJCC, 22 melanomi erano di stadio IA, 8 di stadio IB, 11 di 
stadio IIA, 7 di stadio IIB e 2 di stadio IIC. 
 
2.2.3. Studio della survivina, p53 e p16 
Campioni di tumore sono stati ottenuti da 68 pazienti con melanoma 
diagnosticato da Novembre 1995 a Maggio 2006 e con completo follow-up a 
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Gennaio 2007 per 64 pazienti. I pazienti includevano 38 donne e 30 uomini di 
età compresa tra i 12 e i 100 anni (età media 67.2 anni). I melanomi erano 
localizzati sulla cute della testa e del collo in 14 pazienti, del tronco in 16 
pazienti, degli arti superiori in 11 pazienti e degli arti inferiori in 27 pazienti. 
Dieci melanomi presentavano un II livello di invasione di Clark, 16 un III 
livello, 24 un IV livello e 18 un V livello. Secondo il sistema di stadiazione 
AJCC, 19 melanomi erano di stadio IA, 8 di stadio IB, 19 di stadio IIA, 20 di 
stadio IIB e 2 di stadio IIC. 
 
2.2.4. Studio dell’8-OHdG, OGG1 e G6PD 
Sono stati esaminati 54 campioni di melanoma pervenuti da Novembre 1995 a 
Maggio 2006. I pazienti comprendevano 30 donne e 24 uomini, di età 
compresa tra i 4 e i 100 anni (età media 67.1 anni). I melanomi erano 
localizzati sulla cute della testa e del collo in 8 pazienti, del tronco in 7 
pazienti e degli arti in 39 pazienti. Due melanomi presentavano un II livello di 
invasione di Clark, 5 un III livello, 18 un IV livello e 29 un V livello. 
Secondo il sistema di stadiazione AJCC, 1 melanoma era di stadio IA, 3 di 
stadio IB, 8 di stadio IIA, 13 di stadio IIB, 1 di stadio IIC e 28 di stadio III-
IV. 
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2.3. Trattamento dei campioni 
Le biopsie sono state fissate in formalina tamponata al 10%, pH 7.3, e 
processate per l’inclusione in paraffina. 
Ciascun campione è stato incluso in diversi blocchetti di paraffina e sezioni 
seriate di 5 μm di spessore sono state ottenute, mediante taglio al microtomo, 
dal blocchetto nel quale il tumore presentava il maggiore spessore. 
L’area tumorale è stata identificata su sezioni colorate con 
Ematossilina/Eosina e su sezioni adiacenti marcate immunoistochimicamente 
per antigeni associati al melanoma, come l’HMB45, la proteina S100 e il 
Melan A. 
 
2.4. Metodica immunoistochimica streptavidina-biotina alcalin-fosfatasi 
(ABC) 
La seguente metodica è stata utilizzata per la localizzazione di: 
- markers tumorali HMB45, S100, Melan A 
- antigeni di cellule effettrici immunitarie CD8, CD4, HLA-DR, CD68 
- proteina pro-apoptotica p53 
- proteina oncosoppressore p16 
- proteina anti-apoptotica survivina 
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- marker di danno ossidativo al DNA 8-OHdG 
- enzimi antiossidanti citoprotettori OGG1, G6PD 
 
1. Sparaffinatura delle sezioni di tessuto con passaggi in xilolo, alcool 100°, 95°, 
80° e reidratazione in PBS (Phosphate Buffered Saline); 
2. smascheramento antigenico: 
- incubazione in tripsina 0.1% in PBS a 37 °C per 5-10 min per gli antigeni 
HMB45, S100, CD68 e G6PD; 
- esposizione alle microonde per 20 min (5 min x 4 cicli) in una soluzione di 
citrato di sodio 10 mM, pH 6.0, per l'antigene Melan A o in una soluzione di 
EDTA (etilendiaminotetracetato) 10 mM, pH 8.0, per gli antigeni CD8 e 
CD4, con successivo raffreddamento graduale a temperatura ambiente; 
- immersione in una soluzione di citrato di sodio 10 mM, pH 6.0, a 95 °C in 
bagno termostatato per 40 min, con successivo raffreddamento graduale a 
temperatura ambiente, per gli antigeni p53, p16, survivina, 8-OHdG e OGG1; 
- non è stato effettuato nessuno smascheramento antigenico per l’antigene 
HLA-DR; 
3. per la rivelazione dell’ 8-OHdG, le sezioni sono state immerse in una 
soluzione di Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, EDTA 1mM, NaCl 0.4 mM, RNasi 
100 μg/ml a 37 °C per 1h; per denaturare il DNA, le sezioni sono state 
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immerse in HCl 4 N a temperatura ambiente per 7 min e in seguito si è 
proceduto a neutralizzazione in una soluzione di Tris-base 50 mM a 
temperatura ambiente per 5 min; 
4. incubazione in PBS al 10% di Normal Horse Serum (NHS) per gli anticorpi 
monoclonali e per la rivelazione dell’8-OHdG o Normal Goat Serum (NGS) 
per quelli policlonali, in camera umida a temperatura ambiente per 45 min; 
5. a) incubazione con anticorpo primario monoclonale di topo (l’anticorpo è 
stato diluito in PBS all'1% di NHS ed i preparati sono stati incubati in camera 
umida a temperatura ambiente per 1 h): 
- Ab anti-HMB45 umano (clone HMB45, Dako, Glostrup, Denmark) diluito 
1:100; 
- Ab anti-Melan A umano (clone A103, Dako, Glostrup, Denmark) diluito 
1:100; 
- Ab anti-CD8 umano (clone 1A5; Novocastra Laboratories, Newcastle upon 
Tyne, U.K.) diluito 1:50; 
- Ab anti-CD4 umano (clone 4B12; Novocastra Laboratories, Newcastle upon 
Tyne, U.K.) diluito 1:50; 
- Ab anti-HLA-DR umano (clone LN3, Clonab®, Biotest, MI, Italia) diluito 1:5; 
- Ab anti-CD68 umano (clone PG-M1, Dako, Glostrup, Denmark) diluito 
1:100; 
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- Ab anti-p53 umana (clone DO-7, Dako, Glostrup, Denmark) diluito 1:100; 
- Ab anti-p16INK4a Ab-4 umana (clone 16P04, NeoMarkers, Fremont, CA, 
USA) diluito 1:100; 
b) incubazione con anticorpo primario policlonale di coniglio o di capra, per 
la rivelazione dell’8-OHdG (l'anticorpo è stato diluito in PBS all'1% di NGS, 
o all'1% di NHS per la rivelazione dell’8-OHdG, ed i preparati sono stati 
incubati in camera umida a temperatura ambiente per 1 h): 
- Ab anti-S100 di vitello (Dako, Glostrup, Denmark) diluito 1:1000 in PBS-
Tween 0.2%; 
- Ab anti-survivina umana (Novus Biologicals, Littleton, CO) diluito 1:2000; 
- Ab anti-8-OHdG umana (Chemicon International, Temecula, CA, USA) 
diluito 1:2000; 
- Ab anti-OGG1 umana (Novus Biologicals, Littleton, CO) diluito 1:100; 
- Ab anti-G6PD umana (Novus Biologicals, Littleton, CO) diluito 1:100; 
6. incubazione con anticorpo secondario biotinilato anti-mouse, anti-rabbit o 
anti-goat (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA); l’anticorpo anti-
mouse è stato diluito 1:800, gli anticorpi anti-rabbit e anti-goat 1:200 in PBS 
all’1% di NHS o NGS e i preparati sono stati incubati in camera umida a 
temperatura ambiente per 30 min; 
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7. incubazione con streptavidina alcalin-fosfatasi (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA, USA) diluita 1:1000 in PBS, in camera umida a temperatura 
ambiente per 30 min; 
8. incubazione con Fast Red Substrate System (Dako, Glostrup, Denmark) o con 
Dako Fuchsin+ Substrate-Chromogen (Dako, Glostrup, Denmark), in camera 
umida a temperatura ambiente per 15-60 min; 
9. controcolorazione con Ematossilina di Mayer e montaggio in gelatina-
glicerolo (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). 
Le sezioni sono state lavate con PBS (o PBS-Tween 0.2% nella rivelazione 
dell’S100) tra una fase e l’altra della metodica. 
 
2.5. Controlli 
I controlli negativi sono stati allestiti sostituendo l'anticorpo primario con 
siero normale (NHS o NGS) all'1% in PBS. 
Sezioni di tonsilla umana sono state utilizzate come controlli positivi per la 
rivelazione del CD8, CD4, HLA-DR, CD68 e OGG1. Sezioni di melanoma 
che hanno mostrato una forte espressione della p53, della p16, della survivina 
e dell’8-OHdG sono state utilizzate come controlli positivi per la rispettiva 
rivelazione degli stessi antigeni. Sezioni di parotide umana sono state 
utilizzate come controllo positivo per la rivelazione della G6PD. 
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2.6. Valutazione dell’immunoreattività 
 
2.6.1. Infiltrato infiammatorio 
La valutazione dei linfociti CD8 nel tumore è stata condotta con il seguente 
metodo: 
- è stato identificato il fronte di invasione del tumore mediante l’utilizzo dei 
markers tumorali ed è stata tracciata una linea immaginaria che separasse 
l’area tumorale dal derma sottostante (Fig. 1A); 
- campi microscopici adiacenti, al di sopra di questa linea immaginaria, sono 
stati osservati con ingrandimento 400x utilizzando un microscopio Zeiss 
AxioPhot2 (Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos, Germania); 
- in questo modo, abbiamo potuto osservare un’area tumorale che aveva per 
base la linea immaginaria precedentemente descritta e come altezza il 
diametro del campo microscopico (approssimativamente 600 μm); 
- in ciascun campo microscopico i linfociti CD8 infiltranti il tumore sono stati 
contati, è stata calcolata la media dei conteggi effettuati nell’intera area 
tumorale e questo valore medio è stato utilizzato per l’analisi statistica. In 
base a questo valore, i pazienti sono stati suddivisi in tre gruppi in base alla 
densità dei linfociti CD8 infiltranti il tumore e la sopravvivenza globale è 
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stata confrontata fra i gruppi di bassa (0-20 cellule), moderata (21-100 cellule) 
e alta (> 100 cellule) densità. 
L’antigene CD4 era presente sui linfociti T helper come sui monociti e i 
macrofagi, localizzati nelle stesse aree tumorali. Questi diversi tipi di cellule 
si trovavano raggruppati tra loro per cui i limiti delle singole cellule non erano 
distinguibili; per questo motivo, non è stato possibile contare i linfociti CD4. 
Allo stesso modo, non si sono potute contare le cellule che presentavano gli 
antigeni HLA-DR e CD68 in quanto non era possibile distinguerle una ad 
una, soprattutto quando si presentavano pigmentate. Per questo si è proceduto 
classificando la densità di questi due tipi di cellule, alla base della fase di 
crescita verticale del tumore, come negativa (-), scarsa (+), moderata (++) o 
forte (+++). Una presenza negativa o scarsa è stata definita come “bassa”, 
mentre quella moderata o forte è stata definita “alta”, identificando così due 
gruppi di densità tra i quali è stata valutata la differenza di sopravvivenza 
globale. 
 
2.6.2. Survivina 
La survivina sembra avere una diversa funzione in base alla localizzazione 
cellulare (Li et al, 2005), per questo la sua immunoreattività è stata esaminata 
separatamente nel nucleo e nel citoplasma delle cellule tumorali e in 
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combinazione (survivina totale). L’intero tumore è stato osservato al 
microscopio per individuare le aree con maggiore attività mitotica (“mitotic 
hot-spots”) (Carlson et al, 2005). In queste aree sono stati osservati almeno 
cinque campi microscopici con ingrandimento 400x; in ciascun campo sono 
state contate le cellule tumorali positive per la survivina nucleare o 
citoplasmatica ed è stato ottenuto un valore medio di cellule positive, nel 
nucleo o nel citoplasma, per campo. I casi che presentavano più del 10% di 
cellule positive con intensità della colorazione moderata o forte sono stati 
considerati positivi; tutti gli altri casi sono stati considerati negativi. I casi 
positivi per la survivina sono stati definiti “alterati”, quelli negativi sono stati 
considerati “normali”. 
 
2.6.3. p53 e p16 
In sezioni adiacenti degli stessi campioni sono stati osservati campi 
microscopici, corrispondenti a quelli valutati per la survivina, al fine di 
individuare le cellule positive alla p53 e alla p16. Per quanto riguarda 
l’espressione della p16, l’immunoreatività nucleare e citoplasmatica sono 
state valutate separatamente. La positività per la p53 (nucleare) e per la p16 
(nucleare o citoplasmatica) è stata valutata in ciascun tumore osservando 
almeno cinque campi microscopici con ingrandimento 400x, considerando sia 
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l’intensità della colorazione che il numero medio di cellule positive: i casi che 
presentavano più del 10% di cellule positive con intensità della colorazione 
moderata o forte sono stati considerati positivi; tutti gli altri casi sono stati 
considerati negativi. Ognuno di questi due markers è stato definito “normale” 
o “alterato”. I casi positivi per la p53 e quelli negativi per la p16 sono stati 
considerati “alterati”, mentre tutti gli altri sono stati definiti “normali”. 
 
2.6.4. 8-OHdG, OGG1 e G6PD 
L’intero tumore è stato osservato al microscopio per individuare le aree con 
maggiore attività mitotica (“mitotic hot-spots”); in queste aree sono stati 
osservati cinque campi microscopici con ingrandimento 400x e in questi sono 
state contate le cellule tumorali positive per l’8-OHdG. Allo stesso modo, 
aree tumorali corrispondenti, in sezioni adiacenti degli stessi campioni, sono 
state osservate per individuare e contare le cellule tumorali positive per 
l’OGG1, la G6PD, la p53 e la survivina nucleare, citoplasmatica o totale. La 
positività per i suddetti antigeni è stata valutata considerando sia il valore 
medio di cellule positive che l’intensità della colorazione immunoistochimica. 
I campioni sono stati considerati positivi quando più del 10% delle cellule 
tumorali presentavano una immunoreattività con intensità moderata o forte 
per i rispettivi antigeni. 
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2.7. Analisi statistica 
Per l’analisi statistica è stato utilizzato il software SPSS (versione 15.0; SPSS 
Inc., Chicago, IL USA). L’analisi del tempo di sopravvivenza nei diversi 
gruppi di pazienti è stata condotta con il metodo di Kaplan-Meier e le 
differenze tra i gruppi sono state valutate con il log-rank test. La 
sopravvivenza globale è stata calcolata dalla data di diagnosi a quella di 
decesso per melanoma o dell’ultimo follow-up. Il tempo di sopravvivenza 
libero da recidiva durante i primi tre anni dalla diagnosi è stato calcolato dalla 
data di diagnosi alla data di comparsa della prima recidiva durante le visite di 
follow-up. I pazienti deceduti per altra causa o che hanno presentato recidiva 
dopo i tre anni sono stati censurati. Le analisi sono state stratificate per i 
fattori prognostici istopatologici ritenuti attualmente validi come lo spessore 
del tumore, il livello di Clark e lo stadio (in accordo con il sistema di 
stadiazione AJCC). Variabili clinico-patologiche, come il sesso, l’età, la 
localizzazione del tumore primario, il livello di invasione di Clark, lo spessore 
del tumore e l’invasione angio-linfatica, sono state correlate alla 
sopravvivenza con il metodo di Kaplan-Meier. Le correlazioni tra le diverse 
variabili (p53, p16, survivina, 8-OHdG, OGG1, G6PD, variabili clinico-
patologiche) sono state valutate con il test esatto di Fisher. Le analisi 
univariate e multivariate sono state condotte anche con il modello dei rischi 
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proporzionali di Cox ed il likelihood-ratio test. Sono stati riportati gli 
intervalli di confidenza del 95% (IC 95%) per la sopravvivenza. I risultati 
dell’analisi statistica sono stati considerati significativi per P < 0.05. 
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RISULTATI 
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3.1. Immunoistochimica 
Tutti i tumori presi in considerazione hanno espresso almeno due marcatori 
specifici per il melanoma (Fig. 12). 
 
3.1.1. Infiltrato infiammatorio 
La distribuzione dei linfociti T citotossici CD8 infiltranti il tumore mostrava 
variabilità sia tra i diversi campioni che all’interno della stessa lesione (Fig. 
13). Nel 49% dei campioni i linfociti CD8 infiltravano la base della fase di 
crescita verticale del tumore, in adiacenza al derma normale (Figg. 13A, 
13B), nel 34% dei campioni si presentavano uniformemente distribuiti in tutto 
il tumore, mentre nel 17% non infiltravano il tumore. In alcuni campioni i 
linfociti CD8 infiltranti erano presenti nello stroma perinodulare all’interno 
della massa tumorale, ma non in adiacenza alle cellule tumorali (Fig. 13C); in 
altri casi erano presenti anche in stretta vicinanza alle cellule tumorali (Fig. 
13D). In molti casi, in prossimità di questi linfociti, si trovavano cellule 
pigmentate con morfologia macrofagica (Fig. 13B). Solamente nei tumori con 
linfociti T CD8 infiltranti erano presenti rare cellule tumorali apoptotiche, 
sparse nella massa tumorale. 
L’antigene CD4 marca sia linfociti T helper che monociti e macrofagi. Le 
cellule CD4 erano localizzate prevalentemente nello stroma intorno ai noduli 
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tumorali (Fig. 14A). Nella maggior parte dei tumori, i linfociti CD4 
colocalizzavano con i linfociti CD8, nonostante fossero presenti in minor 
numero. Le cellule CD4 con morfologia macrofagica spesso si presentavano 
pigmentate e colocalizzavano con cellule che mostravano immunoreattività 
per il CD68 (Fig. 14B). 
Le cellule positive per l’antigene HLA-DR erano numerose nella periferia del 
tumore adiacente al derma e gradualmente si distribuivano in tutta la massa 
tumorale (Fig. 15A), nei noduli tumorali e nello stroma intorno ad essi (Fig. 
15B). Le cellule HLA-DR e i macrofagi CD68 mostravano una distribuzione 
simile nel tumore, nonostante le cellule HLA-DR fossero più numerose e 
mostrassero una colorazione più intensa. 
 
3.1.2. Survivina, p53 e p16 
L’immunoreattività per la survivina era presente sia nel nucleo che nel 
citoplasma delle cellule tumorali (survivina totale, Figg. 16A, 16B); in alcuni 
casi era prevalente l’espressione della survivina nucleare (Fig. 17A), con una 
immunoreattività citoplasmatica molto debole; in altri casi la survivina era 
presente esclusivamente nel citoplasma (Fig. 17B). In alcuni campioni, le 
cellule positive erano distribuite uniformemente in tutto il tumore, in altri 
mostravano una distribuzione eterogenea con gruppi di cellule positive e 
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negative. Nei casi di maggiore positività, si raggiungeva il 100% di cellule 
tumorali positive. I nucleoli (Fig. 18A) e le figure mitotiche, con la survivina 
localizzata nel fuso mitotico (Fig. 18B), risultavano spesso marcatamente 
colorati. I cheratinociti degli strati basali dell’epidermide, adiacente al tumore, 
mostravano immunoreattività per la survivina in prevalenza citoplasmatica, 
mentre i melanociti istologicamente normali erano negativi (Fig. 18C). 
L’immunoreattività per la p53 era esclusivamente nucleare (Fig. 19) e, nella 
maggior parte dei casi, la distribuzione delle cellule positive era simile a 
quella delle cellule positive per la survivina nucleare. L’immunoreattività per 
la p16 era presente sia nel nucleo che nel citoplasma delle cellule tumorali 
(Figg. 20A, 20B). La distribuzione e il numero delle cellule positive, come 
anche l’intensità di colorazione, mostravano un’ampia variabilità. Nella 
maggior parte dei casi l’immunoreattività era più forte nel nucleo che nel 
citoplasma, mentre in pochi casi era presente esclusivamente nel citoplasma. 
In molti tumori, l’espressione della p16 era più marcata nel fronte di 
avanzamento del tumore (Fig. 20C). Le aree tumorali negative per la p16 
erano spesso positive per la survivina. 
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3.1.3. 8-OHdG, OGG1 e G6PD 
Nella maggior parte dei casi l’immunoreattività per l’8-OHdG era presente sia 
nel nucleo che nel citoplasma delle cellule tumorali (Fig. 21); in alcuni casi si 
presentava esclusivamente a livello nucleare e in altri solo a livello 
citoplasmatico; un caso era completamente negativo. Per quanto riguarda i 
fattori protettivi contro lo stress ossidativo, le cellule tumorali hanno mostrato 
un’intensa immunoreattività per l’OGG1 sia nel nucleo che nel citoplasma 
(Fig. 22); in alcuni casi la colorazione era esclusivamente nucleare, in altri 
esclusivamente citoplasmatica; alcuni campioni erano negativi. Le cellule 
positive per l’OGG1 erano distribuite uniformemente nel tumore (Fig. 22A) e 
mostravano una variabilità di colorazione da omogenea a granulare (Fig. 
22B). La positività per la G6PD era presente esclusivamente a livello 
citoplasmatico (Fig. 23). Le cellule positive erano distribuite in tutto il tumore 
(Fig. 23A) e, mentre in alcuni casi mostravano un’intensità di colorazione 
omogenea, in altri alcune cellule mostravano una colorazione più forte 
rispetto alle altre (Figg. 23B, 23C). La positività per la p53 era confinata nel 
nucleo delle cellule, mentre la survivina era espressa sia nel nucleo che nel 
citoplasma, solo nel nucleo o solo nel citoplasma. Nella maggior parte dei 
casi, la distribuzione delle cellule positive per l’8-OHdG era simile a quella 
delle cellule positive per la p53 e per la survivina nucleare. 
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3.2. Analisi statistica 
 
3.2.1. Infiltrato infiammatorio come fattore predittivo di sopravvivenza 
La correlazione tra la densità di cellule CD8, HLA-DR e CD68 infiltranti il 
tumore e la probabilità di sopravvivenza post-chirurgica è stata determinata a 
10 anni di follow up. La Figura 24 mostra la differenza tra le percentuali di 
sopravvivenza tra i pazienti con bassa (36.2% dei pazienti), media (42.5%) o 
alta (21.3%) densità di linfociti CD8 infiltranti. Secondo l’analisi statistica, la 
presenza dei linfociti CD8 infiltranti la base del tumore mostrava una 
correlazione positiva, statisticamente significativa, con la sopravvivenza (log-
rank test, 8.49; P = 0.0144). 
La presenza delle cellule HLA-DR nella periferia del tumore è stata 
classificata come negativa/scarsa (nel 25% dei pazienti) o media/alta (nel 
75%) e l’analisi statistica ha mostrato che anche la presenza delle cellule 
HLA-DR infiltranti la base del tumore mostrava una correlazione positiva con 
la sopravvivenza (log-rank test, 5.29; P = 0.0214; Fig. 25). La Tabella 1 
mostra i dati statistici dei gruppi di pazienti con diversa densità di cellule CD8 
e HLA-DR e mostra le percentuali di mortalità di ogni gruppo riferite 
all’intero periodo di osservazione e ai 5 anni dalla data di diagnosi. 
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La densità delle cellule CD68 e la distribuzione dei pazienti secondo i 
parametri clinico-patologici sesso, età, localizzazione anatomica, livello di 
invasione di Clark, spessore del tumore e invasione angio-linfatica (Tab. 2) 
non hanno mostrato una correlazione significativa con la sopravvivenza (P > 
0.05). 
 
3.2.2. Survivina, p53 e p16 come fattori predittivi di sopravvivenza 
L’analisi univariata di Kaplan-Meier ha mostrato che l’overespressione della 
survivina nucleare o della p53 e l’assenza della p16 nucleare, condizioni 
considerate “alterate”, erano associate a un’aumentata mortalità per 
melanoma con una significatività di P < 0.0001, P = 0.013 e P = 0.052 (valore 
borderline), rispettivamente (Figg. 26A, B, C; Tab. 3). Il valore prognostico 
della survivina nucleare e della p53, ma non quello della p16 (P = 0.06), 
rimaneva significativo anche dopo aver stratificato l’analisi per fattori 
prognostici indipendenti (P < 0.05), come lo spessore del tumore, il livello di 
invasione di Clark e lo stadio. L’espressione della survivina citoplasmatica o 
della p16 citoplasmatica e le variabili clinico-patologiche considerate non 
hanno mostrato una correlazione significativa con la sopravvivenza (P > 
0.05). 
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Poiché l’espressione della survivina nucleare, della p53 e della p16 nucleare 
ha mostrato valore prognostico, è stato analizzato il valore prognostico di 
questi markers in combinazione. La Tabella 4 mostra l’associazione tra il 
numero di markers “alterati” (nessuno, uno, due o tutti e tre) e le 
caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti; lo spessore del tumore, il 
livello di Clark e lo stadio hanno mostrato una correlazione significativa con 
il numero di markers alterati. L’analisi univariata di Kaplan-Meier ha 
mostrato che il rischio di mortalità per melanoma aumentava 
progressivamente con l’aumentare del numero dei markers alterati (P < 
0.0001; Fig. 27) e, secondo l’analisi multivariata, questo valore prognostico si 
manteneva anche stratificando l’analisi per lo spessore del tumore, il livello di 
Clark e lo stadio (P < 0.05). L’analisi univariata e multivariata è stata 
condotta anche utilizzando il modello dei rischi proporzionali di Cox e i 
risultati sono mostrati in Tabella 5. 
 
3.2.3. Survivina come fattore predittivo di recidiva 
L’analisi di Kaplan-Meier ha mostrato che i pazienti che presentavano 
immunoreattività per la survivina nucleare nelle cellule tumorali avevano un 
tempo di sopravvivenza libero da recidiva ridotto rispetto ai pazienti senza 
l’espressione della survivina nucleare nelle cellule tumorali (P = 0.0052; Fig. 
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28). Questo valore prognostico ha mantenuto significatività anche dopo aver 
stratificato l’analisi per lo spessore del tumore, il livello di Clark e lo stadio 
(P = 0.017; P = 0.025; P = 0.033). Quando è stato considerato il tempo di 
sopravvivenza libero da recidiva durante i primi tre anni dalla diagnosi (Tab. 
6), la survivina nucleare ha mantenuto il suo valore prognostico, aumentando 
il rischio di recidiva (P = 0.0014), anche dopo aver stratificato l’analisi per lo 
spessore, il livello di Clark e lo stadio (P = 0.0089; P = 0.014; P = 0.019). 
L’analisi univariata e multivariata è stata condotta anche utilizzando il 
modello dei rischi proporzionali di Cox e i risultati sono riportati in Tabella 7. 
L’immunoreattività per la survivina citoplasmatica non ha mostrato alcuna 
correlazione con il rischio di recidiva. L’associazione tra le variabili clinico-
patologiche e il tempo di sopravvivenza libero da recidiva durante i primi tre 
anni dalla diagnosi è riportata in Tabella 6. 
 
3.2.4. Espressione della survivina in relazione a quella della p53 e della 
p16 
L’analisi statistica, condotta mediante il test esatto di Fisher, ha mostrato che 
l’espressione della survivina totale era significativamente più alta nel gruppo 
dei melanomi positivi per la p53, piuttosto che in quelli negativi (P = 0.012). 
Quando l’espressione nucleare e citoplasmatica della survivina sono state 
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analizzate separatamente, si è notata una correlazione significativa soltanto tra 
l’espressione della survivina nucleare e della p53 (P = 0.001). Non è stata 
osservata alcuna correlazione tra l’espressione della survivina (nucleare, 
citoplasmatica o totale) e quella della p16 (Tab. 8). L’espressione della 
survivina totale era significativamente associata allo spessore del tumore, allo 
stadio e alla localizzazione anatomica e la significatività di questa 
associazione era maggiore se si considerava esclusivamente la survivina 
nucleare, la cui espressione era correlata anche al livello di invasione di Clark. 
L’espressione della p53 era associata allo spessore del tumore e al livello di 
invasione di Clark. Per contro, nessuna correlazione è stata trovata tra le 
variabili clinico-patologiche prese in considerazione e la survivina 
citoplasmatica, né con la p16 sia nucleare che citoplasmatica (Tab. 9). 
 
3.2.5. Espressione dell’8-OHdG in relazione a quella dell’OGG1, della 
G6PD, della p53 e della survivina 
L’espressione dell’8-OHdG nei nuclei delle cellule tumorali era più frequente 
nei casi positivi per la p53 e per la survivina; infatti il test esatto di Fisher ha 
mostrato che l’espressione dell’8-OHdG nel nucleo era significativamente 
associata all’espressione della p53 (P = 0.021) e della survivina nucleare (P = 
0.002; Tab. 10). Non è stata trovata nessuna correlazione tra la survivina 
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citoplasmatica e l’8-OHdG. Quando la survivina nucleare e citoplasmatica 
sono state esaminate in combinazione, hanno mostrato un’associazione 
significativa con l’8-OHdG nucleare (P = 0.036). I nostri dati non hanno 
mostrato nessuna correlazione tra l’espressione dell’8-OHdG e dell’OGG1 o 
della G6PD (P > 0.05; Tab. 11). 
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Il nuovo sistema di stadiazione dell’AJCC, tra i potenziali biomarkers 
prognostici, considera validi solo lo spessore del tumore, l’ulcerazione, i 
satelliti e lo stato linfonodale (Balch et al, 2004; Balch, 2002). Nelle indagini 
da noi condotte, tuttavia, variabili cliniche come lo spessore del tumore, il 
livello di Clark, l’invasione angio-linfatica, il sesso, l’età e la localizzazione 
del tumore primario non hanno mostrato una correlazione statisticamente 
significativa con la sopravvivenza, probabilmente a causa del basso numero di 
pazienti via via presi in esame. 
La trasformazione maligna può essere associata con l’espressione di 
particolari molecole nelle cellule tumorali, riconosciute come estranee dal 
sistema immune e che possono indurre una risposta immunitaria capace di 
modulare il potenziale metastatico delle neoplasie, compreso il melanoma 
cutaneo. Diversi studi hanno mostrato che la presenza di un infiltrato 
immunitario in alcuni tumori, come il melanoma, è associata ad una prognosi 
migliore rispetto a tumori simili dal punto di vista istopatologico, ma che non 
presentano un infiltrato immunitario (Abbas et al, 1997). La fase di crescita 
verticale del tumore (VGP) rappresenta un cambiamento qualitativo nella 
biologia del melanoma: è stato infatti mostrato che la VGP può significare 
l’inizio dell’evoluzione del tumore verso la fase metastatica. Spesso, nella 
VGP, i noduli tumorali sono associati a linfociti T infiltranti (TILs), tuttavia 
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in minor numero rispetto alla fase di crescita radiale. La densità e il pattern di 
distribuzione dei linfociti T nell’ambito del tumore sono stati classificati 
come: brisk, non-brisk e absent, e sono stati considerati fra i più affidabili 
parametri istopatologici con valore prognostico (Clark et al, 1989; Clemente 
et al, 1996; Tuthill et al, 2002). Il ruolo centrale dei linfociti T nella risposta 
immunitaria antitumorale è ben conosciuto e le cellule effettrici con attività 
antitumorale sono in predominanza linfociti T citotossici (CD8). In questo 
studio, abbiamo voluto valutare la presenza e il numero dei linfociti T 
infiltranti il tumore, tipizzandoli in citotossici (CD8) o helper (CD4), come 
possibile fattore istopatologico prognostico nei melanomi di stadio I e II, 
senza quindi metastasi al momento della diagnosi. La localizzazione dei TILs 
CD8 nel melanoma era simile a quella dei linfociti infiltranti descritta da 
Clemente (Clemente et al, 1996): in alcuni campioni, i linfociti CD8 
infiltravano la base della VGP del tumore, in adiacenza al derma normale; in 
altri campioni, i linfociti CD8 erano diffusi in tutto il tumore; in pochi 
campioni, i linfociti CD8 non erano presenti. Una differenza significativa in 
termini di sopravvivenza ai 5 anni esisteva tra i gruppi di pazienti con alta, 
media o bassa densità di linfociti CD8 infiltranti, indipendentemente dalle 
altre variabili cliniche. Questi risultati suggeriscono che la presenza dei TILs 
CD8 può essere considerata un importante fattore prognostico indipendente in 
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melanomi di stadio I e II (Piras et al, 2005). La presenza di un’alta densità di 
linfociti CD8 aumenta significativamente la probabilità di sopravvivenza e 
porta ad una migliore prognosi, confermando l’attività antitumorale dei 
linfociti T citotossici nel melanoma. I nostri risultati confermano quelli di 
Clark che, per la prima volta nel 1989 (Clark et al, 1989), ha individuato 
l’importanza dei TILs nella prognosi di pazienti con melanoma, e sono simili 
a quelli pubblicati da Clemente (Clemente et al, 1996) in termini di differenze 
di sopravvivenza ai 5 anni tra le categorie di TILs brisk, non-brisk e absent. I 
linfociti T sono mediatori critici dell’immunità antitumorale attraverso 
l’attività combinata dei linfociti T citotossici (CD8) e T helper (CD4); in 
questo contesto, l’attività antitumorale dei linfociti T citotossici può dipendere 
in parte dai segnali forniti dalle cellule T helper. All’interno dei tumori è stata 
spesso osservata una colocalizzazione dei linfociti CD4 e CD8 (Bernsen et al, 
2004), nonostante i linfociti CD4 fossero presenti in minor numero. Tuttavia, 
essendo l’antigene CD4 comune ai linfociti, ai monociti e ai macrofagi, le 
cellule CD4 non sono state contate e il loro conteggio non si è potuto 
utilizzare come un valido approccio per valutare se queste cellule possano 
rappresentare un parametro prognostico. I linfociti CD4 riconoscono gli 
antigeni tumorali in associazione con le molecole HLA-II, espresse dai 
linfociti B attivati, dai macrofagi e dalle cellule dendritiche che interagiscono 
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con gli antigeni tumorali per i processi di fagocitosi, processazione e 
attivazione delle cellule T-helper. Mediante la determinazione dell’antigene 
HLA-DR, abbiamo inoltre valutato la presenza e la densità delle cellule 
presentanti l’antigene e abbiamo potuto osservare che la loro presenza era 
correlata significativamente con una migliore prognosi. Alla luce di questi 
risultati, si possono confermare precedenti studi (Riley, 2004) secondo i quali 
gli antigeni tumorali vengono riconosciuti dai linfociti solo se presentati 
adeguatamente ed il successo della risposta immunitaria dipende dalla 
mediazione delle cellule presentanti l’antigene. L’antigene HLA-DR è anche 
un marker per un sottogruppo di precursori delle cellule dendritiche, le cellule 
dendritiche plasmacitoidi (P-DCs) (Farkas et al, 2001), un aumento delle 
quali è stato precedentemente riscontrato nelle aree peritumorali di melanomi 
primari (Vermi et al, 2003). Le P-DCs sono specializzate nella produzione di 
interferone di tipo I (Salio et al, 2003), rappresentando probabilmente un 
meccanismo immunologico che limita la diffusione del melanoma. Per questo  
motivo, anche un’alta densità di cellule HLA-DR infiltranti la base del tumore 
può apparire come un fattore prognostico favorevole in melanomi di stadio I e 
II (Piras et al, 2005), visto il ruolo che queste cellule svolgono come iniziatori 
della risposta immunitaria, cellule presentanti l’antigene e che producono 
l’interferone. 
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Numerosi studi hanno mostrato che i macrofagi CD68 infiltranti il tumore 
contribuiscono alla determinazione della prognosi e sono associati alla densità 
microvascolare (Torisu-Itakura et al, 2000; Makitie et al, 2001; Ladanyi, 
2004). Tuttavia, i risultati del nostro studio riguardo la presenza e la densità 
delle cellule CD68 non hanno mostrato nessuna correlazione con la 
sopravvivenza e sarebbero utili ulteriori studi per chiarire il coinvolgimento 
dei macrofagi nella risposta immunitaria al melanoma. 
Tra i potenziali fattori prognostici, alcuni studi hanno dimostrato che la 
survivina nucleare o citoplasmatica è un marker prognostico sfavorevole in 
diversi tumori, mentre altri studi hanno descritto la survivina nucleare o 
citoplasmatica come fattore prognostico favorevole (Altieri and Marchisio, 
1999; Xie et al, 2006; Ponnelle et al, 2005). Nel melanoma cutaneo 
l’espressione della survivina è stata associata con l’insorgenza e la 
progressione del tumore (Grossman et al, 1999; Alonso et al, 2004; Ding et 
al, 2006). La sua overespressione è stata studiata come fattore prognostico in 
linfonodi sentinella provenienti da pazienti con melanoma e in melanomi 
metastatici di stadio IV ed è stata trovata significativamente correlata con una 
prognosi peggiore (Gradilone et al, 2003; Takeuchi et al, 2005). Tuttavia, in 
questi studi non è stato definito il compartimento subcellulare nel quale la 
survivina era espressa. Poiché il valore prognostico ed il ruolo svolto dalla 
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survivina sembra dipendere dal compartimento nel quale è presente, nel 
nostro studio è stata data particolare enfasi alla sua localizzazione. I nostri 
risultati indicano che la presenza della survivina nel nucleo delle cellule di 
melanoma primario di stadio I e II, rivelata immunoistochimicamente, è 
significativamente associata a una ridotta sopravvivenza ed esiste una 
differenza significativa di sopravvivenza ai 5 anni tra pazienti con un’alta o 
una bassa espressione di survivina nucleare. Inoltre, il rischio di recidiva 
risulta maggiore, soprattutto nei primi tre anni della fase post-operatoria, per i 
pazienti che presentano tumori con survivina nucleare piuttosto che per quelli 
in cui la survivina non è rilevabile (Piras et al, 2007). L’analisi mediante il 
modello dei rischi proporzionali di Cox ha mostrato che l’espressione della 
survivina nucleare è un fattore prognostico indipendente e porta a un rischio 
sei volte maggiore di sviluppare recidiva nei primi tre anni dalla diagnosi. Al 
contrario, l’espressione citoplasmatica della survivina non è risultata correlata 
con la sopravvivenza, con il rischio di recidiva nè con gli altri fattori 
prognostici. Pertanto, l’espressione nucleare della survivina costituisce un 
importante marker di rischio di recidiva e di sopravvivenza, 
indipendentemente da altri fattori. Nel nucleo la survivina sembra svolgere un 
ruolo nella divisione cellulare attraverso la sua associazione con la chinasi 
Aurora B, la proteina INCENP e la proteina Borealin/Dasra B sul 
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centromero/cinetocoro dei cromosomi per formare il “chromosomal passenger 
complex” (Honda et al, 2003; Li, 2003). Alcuni studi sul carcinoma 
epatocellulare hanno mostrato che la survivina interagisce con la chinasi Cdk4 
(Ito et al, 2000) e questa interazione porta alla traslocazione della survivina 
nel nucleo (Suzuki et al, 2000). L’overespressione della survivina porta a una 
riduzione della fase G0/G1 e ad un aumento della fase S. La traslocazione 
della survivina nel nucleo coincide con il passaggio alla fase S e se si 
impedisce il suo trasferimento al nucleo questo passaggio non avviene 
(Suzuki et al, 2000). In base a questi risultati, la traslocazione della survivina 
nel nucleo potrebbe rappresentare un prerequisito per la proliferazione delle 
cellule tumorali, mentre la survivina citoplasmatica si potrebbe associare alla 
sopravvivenza ma non alla proliferazione cellulare (Altieri and Marchisio, 
1999). Pertanto, una forte espressione della survivina nel nucleo può 
rappresentare un aumento degli eventi mitotici. 
Uno splicing alternativo del trascritto genico della survivina produce diversi 
mRNA che codificano per diverse proteine. Attualmente, sono note cinque 
varianti della survivina che sembrano avere diverse localizzazioni subcellulari 
e funzioni: la survivina, survivina-2α, survivina-2B, survivina-3B e survivina-
ΔEx3 (Mahotka et al, 1999; Mahotka et al, 2002; Badran et al, 2004; Caldas 
et al, 2005). La survivina-2B è localizzata nel citoplasma, precisamente nei 
 62
mitocondri (Li and Ling, 2006; Mahotka et al, 2002), mentre la survivina- 
ΔEx3 si trova nel nucleo (Mahotka et al, 2002; Caldas et al, 2005). La 
survivina-2α interagisce e colocalizza con la survivina nei centromeri dei 
cromosomi in divisione, mentre la localizzazione e la funzione della 
survivina-3B non sono ancora ben chiare. E’ stato ipotizzato che 
un’interazione tra la survivina e le varianti 2B, ΔEx3 e 2α possa modulare il 
suo ruolo nel controllo della mitosi e/o dell’apoptosi (Li, 2003; Caldas et al, 
2005). Noton e collaboratori (Noton et al, 2005) hanno suggerito che 
l’espressione della survivina-2B possa avere un’azione citotossica, in accordo 
con un recente studio secondo cui questa variante inibisce la crescita delle 
cellule tumorali nel polmone e induce apoptosi (Ling et al, 2005). Così come 
studi sull’adenocarcinoma rettale hanno mostrato come un alto rapporto 
survivina-2B/survivina correli con una migliore prognosi, altri studi hanno 
suggerito un ruolo negativo della survivina-2B nella progressione del tumore. 
Il pool mitocondriale della survivina nelle cellule tumorali sembra essere 
essenziale per l’inibizione dell’apoptosi mediata dai mitocondri (Dohi et al, 
2004) e probabilmente la survivina-2B è capace di indurre l’apoptosi 
bloccando il rilascio della survivina dai mitocondri al citosol mediante 
un’interazione fisica. In questo studio è stato utilizzato un anticorpo 
policlonale ottenuto utilizzando come immunogeno una survivina 
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ricombinante umana full-length, che probabilmente riconosce non solo la 
survivina ma tutte le sue varianti. Per tale motivo, i nostri risultati 
rappresenterebbero l’espressione combinata di tutte queste varianti. 
L’immunoreattività citoplasmatica potrebbe rappresentare l’espressione 
combinata della survivina e della survivina-2B che, avendo effetti opposti 
sull’apoptosi, potrebbero spiegare la mancanza di valore prognostico per 
l’immunoreattività citoplasmatica. Alti livelli di survivina-ΔEx3 sono 
associati a rischio di mortalità e recidiva in pazienti con tumore non a piccole 
cellule del polmone (Ling et al, 2005). Song and Wu (Song and Wu, 2005) 
hanno dimostrato che la survivina-ΔEx3, a differenza della survivina, è 
localizzata nel nucleolo, dove va incontro a rapida degradazione; questa 
localizzazione e degradazione sembrano essere necessarie per la sua funzione 
anti-apoptotica. L’immunoreattività nucleolare che è stata osservata nel nostro 
studio potrebbe essere associata all’espressione della survivina-ΔEx3. 
E’ stato dimostrato che le cellule tumorali resistono alla morte programmata 
mediante un’espressione alterata di proteine pro-apoptotiche come di quelle 
anti-apoptotiche e mediante la perdita dei geni soppressori tumorali, eludendo 
in questo modo i meccanismi di regolazione interna e acquisendo un fenotipo 
invasivo. La survivina e la p53 hanno un ruolo centrale nella regolazione 
dell’apoptosi e la p16, che inibisce la proliferazione cellulare, è coinvolta nei 
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meccanismi associati all’insorgenza dei tumori. Il meccanismo della up-
regulation della survivina nei tumori è tuttora compreso solo in parte. La 
survivina è debolmente espressa nelle cellule normali in rapida divisione in un 
modo dipendente dal ciclo cellulare (Yang et al, 2004), mentre altri 
meccanismi non dipendenti dal ciclo cellulare, che possono portare alla 
trascrizione del gene della survivina indipendentemente dalla mitosi, sono 
stati proposti come fondamentali nei tumori (Altieri, 2006). Questo potrebbe 
spiegare l’overespressione della survivina in quasi tutti i tumori 
indipendentemente dalla periodicità del ciclo cellulare (Altieri, 2003). 
Recentemente, è stato mostrato che un fattore trascrizionale come la p53 può 
regolare l’espressione della survivina nelle cellule di diversi tumori umani 
(Mirza et al, 2002; Hoffman et al, 2002). La p53 sembra essere in grado di 
reprimere la trascrizione del gene della survivina legandosi direttamente ad un 
elemento presente nella sequenza promoter della survivina. E’ possibile che la 
p53 agisca da sola o in combinazione con altre proteine come E2F, un 
attivatore della trascrizione, o sin3 e HDAC (Istone deacetilasi), repressori 
della trascrizione. Questi ultimi fattori hanno affinità per la p53 e possono 
formare un complesso per legarsi alla sequenza promoter della survivina e 
reprimerne la trascrizione (Sah et al, 2006). L’accumulo della proteina p53 
nelle cellule tumorali, che permette la sua identificazione con metodiche 
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immunoistochimiche, è stato considerato un marker di mutazione della p53, 
dal momento che la p53 wild-type (non mutata) generalmente non si 
evidenzia immunoistochimicamente a causa della sua breve emivita (Hall and 
Lane, 1994). Tuttavia, è noto che la positività per la p53 può riflettere sia 
un’alterazione del gene o anche una stabilizzazione aberrante della proteina 
wild-type. In numerosi studi sul melanoma sono state trovate rare o assenti 
mutazioni puntiformi della TP53 (Tumor Protein 53) (Chin, 2003). D’altra 
parte, un ruolo della p53 nella patogenesi del melanoma è stato suggerito da 
Mintz e collaboratori, che hanno mostrato come l’antigene T dell’SV40 
(Simian Virus 40), che inattiva sia la proteina RB che la p53, generi un 
fenotipo di melanoma particolarmente infiltrante e aggressivo (Bradl et al, 
1991). Dal momento che la p53 può essere un fattore inibitore della 
trascrizione della survivina, una perdita funzionale della p53, per alterazione 
del gene o per stabilizzazione aberrante della proteina wild-type, può essere 
responsabile di una up-regulation della survivina nel melanoma. Anche in 
altri tumori, come il carcinoma gastrico, pancreatico, prostatico, polmonare, 
epidermoide e laringeo a cellule squamose, è stata riscontrata una 
correlazione tra l’accumulo della p53 e l’espressione della survivina (Sah et 
al, 2006; Pizem et al, 2004). I nostri risultati mostrano un’associazione 
significativa tra l’espressione della survivina e della p53 anche nel melanoma. 
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La significatività di questa associazione risulta maggiore quando viene presa 
in esame separatamente la survivina nucleare, mentre non si ottiene alcuna 
correlazione considerando quella citoplasmatica. Ulteriori studi 
permetterebbero di far luce sui complessi meccanismi di interazione tra la 
survivina e la p53. L’espressione ubiquitaria della survivina e il cambiamento 
della sua localizzazione subcellulare durante il ciclo cellulare sono stati 
riportati in uno studio di Suzuki. E’ stato dimostrato che l’overespressione 
della survivina porta ad un accelerato passaggio alla fase S e che questa fase 
coincide con la sua traslocazione nel nucleo. E’ stata inoltre suggerita 
un’interazione competitiva tra la survivina e la p16. La survivina infatti può 
interagire competitivamente con la p16, rimuovendola dal complesso 
Cdk4/p16INK4a; questa interazione porta alla traslocazione della survivina nel 
nucleo. Il complesso risultante Cdk4/survivina attiva, a sua volta, il 
complesso Cdk2/ciclina E, portando alla fosforilazione della proteina Rb e 
alla progressione della fase S del ciclo cellulare (Suzuki et al, 2000). 
Recentemente, è stata riscontrata nel carcinoma a cellule squamose della 
laringe una relazione tra l’espressione della survivina e della p16 (Zhu et al, 
2004). Alla luce di questi risultati, abbiamo esaminato l’espressione della 
survivina in rapporto a quella della p16 nel nucleo e nel citoplasma delle 
cellule di melanoma in aree corrispondenti, senza tuttavia aver riscontrato una 
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correlazione significativa tra l’espressione di queste proteine. I markers 
molecolari hanno la potenzialità di identificare i pazienti a maggior rischio di 
progressione del tumore. Precedenti studi su melanomi cutanei di stadio I 
hanno suggerito che l’aumento dell’espressione della p53 possa essere 
associato con la proliferazione delle cellule tumorali e lo spessore del tumore 
(Vogt et al, 1997; Karjalainen et al, 1999). Anche nel nostro studio 
l’espressione della p53 e della survivina nucleare in melanomi di stadio I e II 
è risultata significativamente associata allo spessore del tumore, al livello di 
Clark e allo stadio. L’associazione tra questi markers molecolari e lo spessore 
del tumore o il livello di Clark non dovrebbe sorprendere in quanto essi 
riflettono il grado di proliferazione cellulare, un processo che rappresenta 
l’equilibrio tra la nascita e la morte della cellula, che viene condizionato 
dall’attività di proteine mitotiche overespresse, come la survivina nucleare, e 
dalla perdita funzionale di proteine apoptotiche, come la p53. Nonostante 
caratteristiche patologiche come lo spessore del tumore, il livello di Clark e lo 
stadio siano state precedentemente descritte come fattori prognostici validi, la 
capacità di un marker molecolare di predire la sopravvivenza 
indipendentemente da questi fattori è di grande importanza per la scelta della 
terapia. Nel nostro studio, l’analisi multivariata ha mostrato che 
un’espressione alterata della p53, della survivina e della p16 risultava 
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associata ad una ridotta sopravvivenza anche dopo aver stratificato l’analisi 
per i sopraindicati fattori prognostici. Inoltre, il numero di markers regolatori 
del ciclo cellulare contemporaneamente alterati risulta importante come 
indicatore prognostico. La p53 e la survivina, non soltanto sono coinvolte nei 
meccanismi in cui interagiscono, ma hanno anche ruoli indipendenti nella 
regolazione dell’apoptosi; come conseguenza, per giungere all’inibizione 
dell’apoptosi è necessario che diversi meccanismi siano alterati. Il valore 
prognostico della survivina nucleare sembra associato al suo ruolo nel 
promuovere la proliferazione cellulare piuttosto che nel controllo della 
sopravvivenza della cellula. 
E’ noto che la p16 nucleare ha un effetto inibitore sulla progressione del ciclo 
cellulare e che le sue alterazioni o la sua perdita siano associate ad una 
maggiore aggressività dei tumori e ad una ridotta sopravvivenza in pazienti 
con melanoma (Straume et al, 2000; Sirigu et al, 2006). Le nostre indagini 
hanno dimostrato che questi tre markers molecolari hanno, in pazienti con 
melanoma, un maggiore valore prognostico se studiati in combinazione 
piuttosto che singolarmente. L’analisi statistica, mediante il modello dei rischi 
proporzionali di Cox, ha infatti dimostrato che l’alterazione di tutti e tre i 
markers è un fattore prognostico indipendente e porta ad un rischio di 
mortalità per melanoma quattro volte maggiore. Per contro, i pazienti che non 
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presentavano questi markers alterati mostravano tassi di sopravvivenza più 
alti, pertanto tali pazienti potrebbero evitare terapie aggressive non necessarie. 
Allo stesso tempo, i pazienti con una peggiore prognosi perchè con tutti i 
markers alterati potrebbero beneficiare di trattamenti precoci ancorchè 
aggressivi. 
Alcuni studi relativi all’esposizione dei tessuti a fattori che inducono stress 
ossidativo, evidenziato con alti livelli di 8-OHdG, hanno riscontrato una 
concomitante overespressione della p53 (Palozza et al, 2004; Kim et al, 
2005). Le radiazioni UV, così come inducono un danno ossidativo al DNA, 
rivelabile da un aumento dell’espressione dell’8-OHdG nelle cellule, allo 
stesso modo potrebbero causare mutazioni in geni come la p53. In altri studi, 
transversioni G→T (G:C→T:A), indotte dalla presenza dell’8-OHdG durante 
la replicazione del DNA, sono state ritrovate nel gene della p53 (Tsai et al, 
2005). Si pensa che tali mutazioni portino a un’aumentata stabilità della 
proteina e permettano così una sua più facile rivelazione con metodiche 
immunoistochimiche. Nel nostro studio, l’overespressione della p53 risulta 
coesistente con un’intensa espressione dell’8-OHdG e della survivina 
nucleare, suggerendo che il danno ossidativo al DNA, la perdita funzionale 
della p53 e l’overespressione della survivina nucleare possano essere fattori 
simultaneamente coinvolti nella patogenesi del melanoma. In uno studio sul 
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melanoma, è stato suggerito che il rischio di sviluppo e di trasformazione 
maligna di nevi atipici possa aumentare significativamente come conseguenza 
di una carenza dell’enzima G6PD, che porta ad un aumento del danno 
ossidativo nel DNA dei melanociti, allorquando sia associata a delezione 
omozigote del gene della p16 (Pavel et al, 2003). I nostri dati preliminari non 
hanno mostrato una correlazione significativa tra l’espressione dell’8-OHdG e 
della G6PD. Altre indagini hanno suggerito che alti livelli di 8-OHdG 
inducono l’espressione dell’OGG1 e che la ridotta attività di questo enzima è 
associata ad un aumentato rischio di tumore, a causa di una mancata 
riparazione dei danni ossidativi al DNA. Tali dati non sono stati confermati 
dai nostri risultati, che non hanno rilevato un’associazione significativa tra 
l’espressione dell’8-OHdG e quella dell’OGG1, similmente a quanto emerso 
da uno studio sul tumore della mammella, in cui alti livelli di 8-OHdG non 
erano associati alla mancanza del gene di riparazione hOGG1 (Li et al, 2001). 
Dal momento che l’alterazione dell’equilibrio ossidazione/riduzione nelle 
cellule è stata considerata un importante fattore per l’insorgenza e la 
progressione dei tumori, riteniamo necessari ulteriori studi per fare maggiore 
chiarezza sul ruolo dell’8-OHdG e degli enzimi G6PD e OGG1 nello stress 
ossidativo cui sono sottoposte le cellule di melanoma. 
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CONCLUSIONI 
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L’intento principale di questa attività di ricerca è stato, come premesso, 
l’individuazione di marcatori molecolari prognostici precoci nel melanoma. 
Nell’ambito della risposta immunitaria normalmente presente, abbiamo 
individuato nei linfociti CD8 e nelle cellule HLA-DR non solo un ruolo come 
effettori dell’attività antitumorale, ma anche un possibile utilizzo come 
markers prognostici precoci. Fra le proteine coinvolte nella regolazione 
dell’apoptosi, della proliferazione cellulare e del ciclo cellulare, la survivina 
nucleare, la p53 e la p16 nucleare secondo i nostri risultati possono essere 
considerate markers prognostici individuali validi, tuttavia la loro 
combinazione appare ancora più efficace nel predire con maggiore 
accuratezza la prognosi dei pazienti con melanoma. Pertanto, la valutazione 
dello status dei markers in relazione a meccanismi di carcinogenesi, come la 
deregolazione dell’apoptosi e del ciclo cellulare, e di risposta immunitaria 
antitumorale potrebbe contribuire all’identificazione dei pazienti eleggibili 
per terapie adiuvanti (farmacologiche, chirurgiche, molecolari) e inoltre, alla 
scelta della terapia, poiché lo status di questi markers appare associato alla 
patogenesi e alla progressione del melanoma. 
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ATTIVITÀ SVOLTA DURANTE IL DOTTORATO DI RICERCA ED 
ELENCO DELLE PUBBLICAZIONI 
 
L’attività, durante il Dottorato di Ricerca, è stata condotta non solo 
nell’ambito del melanoma cutaneo umano, ma anche di una lesione 
degenerativa congiuntivale, come lo pterigio, e dei sistemi sensoriali dei 
cetacei odontoceti. 
Le indagini svolte hanno contribuito all’elaborazione di lavori scientifici 
pubblicati su riviste internazionali e presentati a Congressi nazionali ed 
internazionali. 
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Tabella 1. Dati statistici dei gruppi di pazienti con diversa densità di cellule CD8 e HLA-DR 
Gruppi di 
pazienti  Range  
N° 
pazienti  
N° 
eventi  
Censurati 
(%)  
Mesi 
sopravvivenza 
(mediana) 
% 
mortalità  
% 
sopravvivenza 
(ES) 
TILs CD8         
Bassa densità  0-20  17  13  23.5  18  81  25 (10.8)  
Media densità 21-100  20  11  45  30.6  55  44.4 (11.2)  
Alta densità > 100  10  2  80  77  20  78.8 (13.4)  
Totale  47  26  44.7  36.7  56.5  43.9 (7.6)  
Cellule  
HLA-DR         
Bassa densità  -/+ 10  8  20  26  80  0.0  
Alta densità  ++/+++  30  15  50  72  50  50.9 (9.4)  
Totale  40  23  42.5  30  57.5  45.8 (7.6)  
ES: errore standard; TILs: linfociti infiltranti il tumore; cellule HLA-DR: human leukocyte antigen-D-related cells; 
-: negativa; +: scarsa; ++: media; +++: alta densità. 
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Tabella 2. Analisi delle variabili clinico-patologiche dei pazienti come fattori 
predittivi di sopravvivenza 
Variabili N° pazienti N° eventi  
Censurati 
(%) 
% 
sopravvivenza 
ai 5 anni  
ES 
(%)  Pa  
Sesso      0.89  
Maschi 22  12  45.45  49.2  10.8   
Femmine 25  15  40  42  10.4   
Età      0.75  
< 61 annib  23  13  43.48  39.5  11.1   
≥ 61 anni 24  14  41.67  50  10.2   
Localizzazione 
anatomica 
     0.84  
Testa e collo 18  11  38.89  43.2  11.9   
Tronco 10  5  50  50  15.8   
Arti 19  11  42.11  45.1  12   
Livello di Clark      0.79  
II, III  12  7  41.67  41.7  14.2   
IV, V  35  20  42.86  47.1  8.7   
Spessore      0.24  
T1, T2  16  8  50  50  12.5   
T3, T4  31  19  38.71  43.5  9.2   
Invasione angio-
linfatica 
     0.18  
Presente 17  12  29  35  11.5   
Assente 30  15  50  50  9.7   
Totale 47  27  42.55  45.2  7.5   
ES: errore standard; alog-rank test; bmediana. 
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Tabella 3. Analisi della survivina nucleare, della p53 e della p16 
nucleare come fattori predittivi di sopravvivenza 
 
N° 
pazienti 
N° 
eventi  
% 
sopravvivenza ES (%) Pa 
Survivina 
nucleare  
    < 0.0001 
Negativi  27 2 91.8 5.5  
Positivi 37 10 46.5 11.8  
p53     0.013 
Negativi 30 4 84.6 7.1  
Positivi 34 8 54.9 12.0  
p16 
nucleare 
    0.052 
Negativi 30 8 59.6 11.3  
Positivi 34 4 83.3 7.6  
ES: errore standard; alog-rank test. 
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Tabella 4. Associazione tra il numero di markers 
(survivina nucleare, p53, p16 nucleare) “alterati” e le 
caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti 
  N° markers alterati  
Variabili 
N° 
pazienti 0 1 2 3 Pa 
Totale 68 9 25 14   
Sesso 
 Maschi 
 Femmine  
 
30 
38 
 
1 
8 
 
12 
13 
 
8 
6 
 
9 
11 
0.165 
 
 
Età 
 ≥ 67b 
 < 67 
 
26 
42 
 
6 
3 
 
19 
6 
 
7 
7 
 
10 
10 
0.236 
 
 
Spessore 
 T1, T2 
 T3, T4 
 
28 
40 
 
8 
1 
 
12 
13 
 
3 
11 
 
5 
15 
0.003 
 
 
Livello di Clark 
 II, III 
 IV, V 
 
26 
42 
 
7 
2 
 
12 
13 
 
3 
11 
 
4 
16 
0.010 
 
 
Stadio 
IA, IB, 
IIA, IIB, IIC 
 
27 
41 
 
8 
1 
 
11 
14 
 
3 
11 
 
5 
15 
0.005 
 
 
Localizzazione 
anatomica 
 Testa e collo 
 Tronco 
 Arti superiori 
 Arti inferiori 
 
 
14 
16 
11 
27 
 
 
1 
4 
0 
4 
 
 
8 
7 
4 
6 
 
 
3 
1 
3 
7 
 
 
2 
4 
4 
10 
0.274 
 
 
 
 
aTest esatto di Fisher; bmediana. 
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Tabella 5. Analisi univariata e multivariata della survivina 
nucleare, della p53 e della p16 nucleare come fattori predittivi di 
sopravvivenza 
 Survivina 
nucleare p53 
p16  
nucleare 
Markers 
combinati 
 HR 
(IC 95%) 
Pa 
HR 
(IC 95%) 
Pa 
HR 
(IC 95%) 
Pa 
HR 
(IC 95%) 
Pa 
Analisi 
univariata     
 
9.67 
(2.1-44.5) 
0.004 
4.07 
(1.22-13.58) 
0.022 
0.32 
(0.097-1.077) 
0.066 
4,52 
(2.26-9.01) 
< 0.0001 
Analisi 
multivariatab     
Spessore 
T1, T2 vs 
T3, T4 
9,37 
(1.80-48.63) 
0.008 
3,70 
(1.09-12.52) 
0.035 
0.36 
(0.11-1.22) 
0.10 
4,77 
(2.14-10.59) 
< 0.0001 
Livello di Clark 
II, III vs 
IV+V 
9.50 
(1.87-48.33) 
0.007 
3.83 
(1.14-12.88) 
0.030 
0.35 
(0.10-1.17) 
0.088 
4.77 
(2.16-10.57) 
< 0.0001 
Stadio 
IA, IB vs 
IIA, IIB, IIC 
9.60 
(1.85-49.84) 
0.007 
3.68 
(1.09-12.44) 
0.036 
0.36 
(0.11-1.23) 
0.104 
4.75 
(2.14-10.55) 
< 0.0001 
HR: Hazard ratio; IC: intervallo di confidenza; amodello dei rischi proporzionali 
di Cox; banalisi stratificata per lo spessore, il livello di Clark e lo stadio. 
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Tabella 6. Analisi univariata della survivina e delle variabili clinico-patologiche come fattori 
predittivi di recidiva entro i primi tre anni dalla diagnosi e di sopravvivenza ai 5 anni 
Variabili 
N° 
pazienti 
% sopravvivenza libera 
da recidiva entro i tre 
anni dalla diagnosi 
(IC 95%) Pa 
% sopravvivenza 
ai 5 anni 
(IC 95%) Pa 
Totale  50  79.9 (68.9-91)   72.7 (60.4-85.1)   
Survivina nucleare   0.0014  0.0019  
Positivi 18  55 (32-78)   53.3 (30.3-76.3)  
Negativi 32  93.7 (85.8-100)   90.4 (80.2-100)   
Survivina 
citoplasmatica 
  0.64  0.38  
Positivi 23  82.6 (67.1-98.1)   82.6 (67.1-98.1)   
Negativi 27  78 (62.2-93.6)   72.9 (56.1-89.6)   
Sesso    0.98  0.68  
Femmine 30  80 (65.7-94.3)   80 (65.7-94.3)   
Maschi 20  80 (62.5-97.5)   73.3 (53.9-92.7)   
Età   0.93  0.73  
< 58b 25  80 (64.3-95.7)   80 (64.3-95.7)   
≥ 58  25  79.8 (64.1-95.5)   74.9 (57.9-91.9)   
Localizzazione 
anatomica  
  0.79  0.68  
Testa e collo 14  85.7 (67.4-100)   85.7 (67.4-100)   
Tronco 14  78.6 (57-100)   71.4 (47.7-95.1)   
Arti 22  77 (59.4-94.6)   76.6 (58.9-94.3)   
Spessore   0.097  0.15  
T1, T2 31  87.1 (75.3-98.9)   83.9 (70.9-96.8)   
T3, T4  19  68 (47-89)   67.1 (46-88.2)   
Livello di Clark   0.042  0.072  
II, III 29  89.7 (78.6-100)   86.2 (73.7-98.8)   
IV, V 21  66.3 (46.1-86.5)   65.3 (45-85.7)   
Stadio   0.027  0.047  
IA, IB 30  90 (79.3-100)   86.7 (74.5-98.8)   
IIA, IIB, IIC  20  64.6 (43.6-85.6)   63.5 (42.4-84.6)   
IC: intervallo di confidenza; alog-rank test; bmediana. 
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Tabella 7. Analisi univariata e multivariata 
della survivina nucleare come fattore 
predittivo di recidiva entro i primi tre anni 
dalla diagnosi 
Survivina 
nucleare HR IC 95% Pa 
Negativi 1    
Positivi 8.335  1.76, 39.40  0.007  
Positivib  6.261  1.19, 32.81  0.030  
Positivic 6.536  1.27, 33.54  0.024  
Positivid 7.320  1.43, 37.38  0.017  
HR: Hazard ratio; IC: intervallo di confidenza; 
amodello dei rischi proporzionali di Cox; analisi 
stratificata per lo stadiob, il livello di Clarkc e lo 
spessored. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 8. Espressione della survivina in relazione a quella della p53 e della 
p16 
 N° 
pazienti 
Survivina 
totale Pa 
Survivina 
nucleare Pa 
Survivina 
citoplasmatica Pa 
p53 
 Positivi 
 Negativi 
 
38 
30 
 
35 
20 
0.012 
 
 
 
30 
11 
0.001 
 
 
 
27 
16 
0.205 
 
 
p16 nucleare 
 Positivi 
 Negativi 
 
34 
34 
 
28 
27 
1 
 
 
 
20 
21 
1 
 
 
 
21 
22 
1 
 
 
p16 
citoplasmatica 
 Positivi 
 Negativi 
 
 
40 
28 
 
 
33 
22 
0.759 
 
 
 
 
22 
19 
0.323 
 
 
 
 
26 
17 
0.801 
 
 
aTest esatto di Fisher. 
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Tabella 9. Espressione della survivina, della p53 e della p16 in relazione alle variabili clinico-
patologiche 
  Espressione “alterata” delle proteine 
 
N° 
pazienti 
Survivina 
totale Pa 
Survivina 
nucleare Pa 
Survivina 
citoplasm. Pa p53 Pa 
p16 
nucleare Pa 
p16 
citoplasm. Pa 
Totale 68 55  41  43  38  34  40  
Sesso 
 Maschi 
 Femmine  
 
30 
38 
 
26 
29 
0.360 
 
 
 
20 
21 
0.455 
 
 
 
21 
22 
0.325 
 
 
 
20 
18 
0.143 
 
 
 
15 
19 
1 
 
 
 
17 
23 
0.807 
 
 
Età 
 ≥ 67b 
 < 67 
 
26 
42 
 
21 
34 
1 
 
 
 
18 
23 
0.310 
 
 
 
18 
25 
0.451 
 
 
 
18 
20 
0.131 
 
 
 
12 
22 
0.803 
 
 
13 
27 
0.313 
 
 
Spessore 
 T1, T2 
 T3, T4 
 
28 
40 
 
19 
36 
0.030 
 
 
 
10 
31 
0.001 
 
 
 
17 
26 
0.801 
 
 
 
11 
27 
0.027 
 
 
 
16 
18 
0.460 
 
 
18 
22 
0.466 
 
Livello di 
Clark 
 II, III 
 IV, V 
 
 
26 
42 
 
 
18 
37 
0.066 
 
 
 
 
9 
32 
0.001 
 
 
 
 
16 
27 
1 
 
 
 
 
10 
28 
0.027 
 
 
 
 
15 
19 
0.454 
 
 
 
 
17 
23 
0.453 
 
Stadio 
 IA, IB 
 IIA, IIB, IIC 
 
27 
41 
 
18 
37 
0.026 
 
 
 
9 
32 
<0.0001 
 
 
16 
27 
0.615 
 
 
 
11 
27 
0.050 
 
 
 
15 
19 
0.621 
 
 
 
17 
23 
0.622 
 
Localiz. 
anatomica 
 Testa e collo 
 Tronco 
 Arti sup. 
 Arti inf. 
 
 
14 
16 
11 
27 
 
 
7 
14 
10 
24 
0.023 
 
 
 
 
 
 
 
5 
8 
10 
18 
0.028 
 
 
 
 
 
 
5 
10 
7 
21 
0.074 
 
 
 
 
 
 
7 
7 
8 
16 
0.482 
 
 
 
 
 
 
6 
10 
7 
11 
0.429 
 
 
 
 
 
6 
10 
9 
15 
0.256 
 
 
 
aTest esatto di Fisher; bmediana. 
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Tabella 10. Espressione dell’8-OHdG in relazione a 
quella della p53 e della survivina 
8-OHdG nucleare  
N° pazienti  
 
Negativi Positivi Pa 
p53   0.021 
  Negativi 5 9  
  Positivi 3 37  
Survivina nucleare   0.002 
  Negativi 5 4  
  Positivi 3 42  
Survivina citoplasmatica   > 0.05 
  Negativi 4 10  
  Positivi 4 36  
Survivina totale   0.036 
  Negativi 3 3  
  Positivi 5 43  
aTest esatto di Fisher. 
Tabella 11. Espressione dell’8-OHdG in relazione a 
quella dell’OGG1 e della G6PD 
8-OHdG nucleare  
N° pazienti  
 
Negativi Positivi P
a 
OGG1 nucleare   > 0.05 
  Negativi 4 26  
  Positivi 4 17  
OGG1 citoplasmatica   > 0.05 
  Negativi 3 13  
  Positivi 5 30  
G6PD   > 0.05 
  Negativi 6 20  
  Positivi 2 25  
aTest esatto di Fisher. 
 113
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ICONOGRAFIA 
 
 
 114
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Il melanoma a diffusione superficiale (A) ed il melanoma nodulare (B) 
rappresentano gli istotipi più frequenti di melanoma. 
 
A 
B 
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Fig. 2. Il melanoma, a seconda dell’istotipo, può presentare una fase iniziale 
con diffusione “piana” sulla superficie cutanea, che rappresenta la fase di 
crescita orizzontale (melanoma piano). Dopo un periodo di tempo variabile, il 
tumore può sviluppare una componente nodulare invasiva (melanoma piano-
cupoliforme). Invece il melanoma nodulare, fin dal primo momento, è un 
nodulo invasivo in profondità (melanoma cupoliforme). 
Melanociti 
Epidermide 
 
Derma 
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Sistema di Stadiazione del melanoma cutaneo secondo l’AJCC 
0 Tis N0 M0 
IA T1a N0 M0 
IB T1b N0 M0 
 T2a N0 M0 
IIA T2b N0 M0 
 T3a N0 M0 
IIB T3b N0 M0 
 T4a N0 M0 
IIC T4b N0 M0 
IIIA T1–4a N1a M0 
 T1–4a N2a M0 
IIIB T1–4b N1a M0 
 T1–4b N2a M0 
 T1–4a N1b M0 
 T1–4a N2b M0 
 T1–4a N2c M0 
 T1–4b N2c M0 
IIIC T1–4b N1b M0 
 T1–4b N2b M0 
 Any T N3 M0 
IV Any T Any N Any M 
 
 
Fig. 3. Il nuovo sistema di stadiazione dell’American Joint Committee on 
Cancer (AJCC) contempla fattori legati al tumore primario, come lo spessore 
del tumore (T) e l’ulcerazione (assenza, a; presenza, b), la presenza e il 
numero di metastasi linfonodali (N), la presenza e la sede di metastasi a 
distanza (M). 
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Fig. 4. Analisi del tempo di sopravvivenza di pazienti con melanomi di Stadio 
I e II, con metastasi regionali (Stadio III) e metastasi a distanza (Stadio IV). 
Le differenze tra le curve di sopravvivenza erano altamente significative (P < 
0.0001). 
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Fig. 5. La presenza di infiammazione e regressione nei melanomi primari è 
stata considerata un forte indicatore dell’esistenza di una risposta immunitaria 
antitumorale. Il melanoma cutaneo di stadio I e II è quasi sempre associato ad 
un infiltrato infiammatorio cronico, costituito principalmente da linfociti. 
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Fig. 6. Ruolo della p53 nel mantenimento dell’integrità del genoma. 
L’attivazione della p53 da parte di un insulto ipossico o di agenti che 
producono un danno al DNA porta all’arresto della cellula nella fase G1 ed al 
tentativo di riparare il danno mediante attivazione dei geni p21 e GADD45. Se 
il danno viene riparato con successo, la cellula può riprendere il ciclo 
cellulare; se invece il tentativo fallisce, l’attivazione del gene bax, promossa 
dalla p53, porta la cellula all’apoptosi. Nelle cellule in cui il gene p53 è perso 
o mutato, un danno al DNA non induce l’arresto del ciclo cellulare, 
l’attivazione dei meccanismi preposti alla riparazione del danno stesso, né 
l’apoptosi e pertanto tali cellule continuano a proliferare, fino a generare una 
neoplasia maligna. 
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Fig. 7. La survivina è coinvolta nella mitosi, nell’apoptosi, nella risposta allo 
stress cellulare e in meccanismi chiave per l’integrità genomica. 
L’espressione di questa proteina si riscontra soprattutto durante la fase G2/M 
del ciclo cellulare. Essa svolge un ruolo importante nel controllo della 
divisione cellulare attraverso l’associazione con la chinasi Aurora B, la 
proteina INCENP e la proteina Borealin/Dasra B nel “chromosomal passenger 
complex”. La survivina è inoltre coinvolta nella formazione del fuso mitotico 
e nella progressione del ciclo cellulare delle cellule tumorali. Questa proteina 
è anche localizzata nei mitocondri. 
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Fig. 8. Il meccanismo con cui la survivina inibisce l’apoptosi, innescata dalla 
via estrinseca o intrinseca, sembra sia legato alla sua capacità di inibire 
direttamente o indirettamente le caspasi. 
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Fig. 9. La proteina p16 blocca la progressione del ciclo cellulare alla fase S 
inibendo le chinasi ciclina-dipendenti Cdk4 e Cdk6. Il gene della p16 risulta 
frequentemente mutato o deleto in molti tumori, compreso il melanoma. 
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Fig. 10. Nella patogenesi di numerosi tumori, compreso il melanoma cutaneo, 
è stato implicato lo stress ossidativo indotto dalle radiazioni UV. Lo stress 
ossidativo può danneggiare numerose strutture cellulari e bio-macromolecole, 
compresi gli acidi nucleici. 
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Fig. 11. Uno tra i danni ossidativi più frequenti è la formazione della 8-
idrossi-2’-deossiguanosina (8-OHdG), una base modificata generata 
dall’ossidazione della deossiguanosina in posizione 8. 
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Fig. 12. Anti-HMB45 umano. Immunoreattività per l’antigene HMB45, 
marcatore specifico per i melanociti attivati. A: 40X; B: 400X. 
B
A
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Fig. 13. Anti-CD8 umano. I linfociti T (CD8) infiltranti il tumore sono stati 
contati in campi microscopici adiacenti, al di sopra di una linea immaginaria 
che definiva il fronte di avanzamento del tumore (A). L’immagine B mostra 
un dettaglio della A; le frecce indicano i linfociti positivi in adiacenza alle 
cellule tumorali. In molti casi, in prossimità di questi linfociti, si trovavano 
cellule pigmentate con morfologia macrofagica (B). Le cellule CD8+ 
infiltravano lo stroma perinodulare all’interno della massa tumorale (C). In 
alcuni casi, i linfociti CD8 erano diffusi nell’area tumorale in stretta vicinanza 
alle cellule tumorali (D). A, C: 100X; B: 400X; D: 200X. 
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Fig. 14. Anti-CD4 umano e anti-CD68 umano. Le cellule CD4+ erano 
localizzate prevalentemente nello stroma intorno ai noduli tumorali (A). Le 
cellule CD68+ colocalizzavano con quelle con morfologia macrofagica CD4+ 
(B). A: 200X; B: 400X. 
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Fig. 15. Anti-HLA-DR umano. Le cellule positive per l’antigene HLA-DR 
erano numerose nella periferia del tumore adiacente al derma e gradualmente 
si distribuivano in tutta la massa tumorale (A), nei noduli tumorali e nello 
stroma intorno ad essi (B). A: 40X; B: 200X. 
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Fig. 16. Anti-survivina umana. L’immunoreattività per la survivina era 
presente sia nel nucleo che nel citoplasma delle cellule tumorali (survivina 
totale; A, B). A: 200X; B: 630X. 
A
B
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Fig. 17. Anti-survivina umana. L’espressione della survivina, in alcuni casi, 
era prevalente nel nucleo delle cellule tumorali, con una immunoreattività 
citoplasmatica molto debole (A); in altri casi, la survivina era presente 
esclusivamente nel citoplasma (B). A, B: 400X. 
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Fig. 18. Anti-survivina umana. I nucleoli (frecce; A) e le figure mitotiche, con 
la survivina localizzata nel fuso mitotico (B), risultavano spesso 
marcatamente colorati. I cheratinociti degli strati basali dell’epidermide, 
adiacente al tumore, mostravano immunoreattività per la survivina in 
prevalenza citoplasmatica, mentre i melanociti istologicamente normali erano 
negativi (frecce; C). A, B: 630X; C: 200X. 
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Fig. 19. Anti-p53 umana. L’immunoreattività per la p53 era esclusivamente 
nucleare (A); le cellule positive erano presenti in tutto il tumore e negli strati 
basali dell’epidermide (B). A: 400X; B: 200X. 
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Fig. 20. Anti-p16 umana. L’immunoreattività per la p16 era presente sia nel 
nucleo che nel citoplasma delle cellule tumorali (A, B). In molti tumori, 
l’espressione della p16 era più marcata nel fronte di avanzamento del tumore 
(C). A: 200X; B: 400X; C: 40X. 
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Fig.21. Anti-8-OHdG umana. L’immunoreattività per l’8-OHdG era presente 
sia nel nucleo che nel citoplasma delle cellule tumorali (A-D). La colorazione 
presentava un aspetto granulare (B, C) e spesso i nucleoli (frecce) erano 
fortemente positivi (D). A: 400X, B, C: 630X, D: 1000X. 
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Fig.22. Anti-OGG1 umana. Le cellule tumorali positive per l’OGG1 erano 
distribuite in tutto il tumore e mostravano un’intensa colorazione omogenea o 
granulare sia nel nucleo che nel citoplasma (A, B). A: 200X, B: 400X. 
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Fig.23. Anti-G6PD umana. La positività per la G6PD era presente 
esclusivamente a livello citoplasmatico. Le cellule positive erano distribuite in 
tutto il tumore (A) e, mentre in alcuni casi mostravano un’intensità di 
colorazione omogenea, in altri alcune cellule (frecce) mostravano una 
colorazione più forte rispetto alle altre (B, C). A: 200X, B, C: 400X. 
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Fig. 24. Analisi del tempo di sopravvivenza, condotta con il metodo di 
Kaplan-Meier, nei gruppi di pazienti con diversa densità di linfociti T (CD8) 
infiltranti. La presenza dei linfociti CD8 infiltranti la base del tumore 
mostrava una correlazione positiva, statisticamente significativa, con la 
sopravvivenza. 
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Fig. 25. Analisi del tempo di sopravvivenza, condotta con il metodo di 
Kaplan-Meier, nei gruppi di pazienti con diversa densità di cellule HLA-DR. 
La presenza delle cellule HLA-DR infiltranti la base del tumore era correlata 
significativamente con una migliore prognosi. 
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Fig. 26. Analisi del tempo di sopravvivenza, condotta con il metodo di 
Kaplan-Meier, nei gruppi di pazienti con tumori positivi o negativi per la 
survivina nucleare (A), la p53 (B) e la p16 nucleare (C). L’overespressione 
della survivina nucleare o della p53 e l’assenza della p16 nucleare erano 
associate a un’aumentata mortalità per melanoma. 
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Fig. 27. Analisi del tempo di sopravvivenza, condotta con il metodo di 
Kaplan-Meier, nei gruppi di pazienti con un diverso numero di markers 
(survivina nucleare, p53, p16 nucleare) “alterati”. Il rischio di mortalità per 
melanoma aumentava progressivamente con l’aumentare del numero dei 
markers alterati. 
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Fig.28. Analisi del tempo di sopravvivenza libero da recidiva, condotta con il 
metodo di Kaplan-Meier, nei gruppi di pazienti con tumori positivi o negativi 
per la survivina nucleare. I pazienti che presentavano immunoreattività per la 
survivina nucleare nelle cellule tumorali avevano un tempo di sopravvivenza 
libero da recidiva ridotto rispetto ai pazienti senza l’espressione della 
survivina nucleare. 
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